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RESUMO

MOROCHO-JACOME, A. L. Estudo do reaproveitamento de meio no cultivo de
Arthrospira (Spirulina) platensis. 2014. 143 f. Tese (Doutorado) — Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, Sado Paulo, 2014.

Arthrosphira (Spirulina) platensis apresenta substancias de interesse nas industrias
alimenticia, farmacéutica e cosmética. A producdo industrial envolve uma
guantidade muito grande de agua e sua viabilidade deve contemplar o reuso do
meio, visando uma diminuicdo de custos com nutrientes, bem como da poluicdo
ambiental, tornando-se assim um processo sustentavel. O presente trabalho teve
como objetivo principal a avaliacdo do reaproveitamento do meio no cultivo de A.
platensis usando tratamentos fisico-quimicos de floculacdo e adsorcdo. Para tanto,
tal cianobactéria foi cultivada em fotobiorreator (FBR) tubular em processos de
batelada alimentada e continuo em intensidade luminosa de 120 umol fétons m? s,
sob controle de pH. Foram desenvolvidas técnicas de tratamento de meio de cultivo
proveniente de processo descontinuo alimentado de A. platensis para a remoc¢éao de
matéria organica (MO) e pigmentos (60 — 96 %), permitindo assim seu reuso em
novos cultivos. A. platensis foi cultivada nos meios tratados utilizando frascos
Erlenmeyer, com avaliacdo de parametros como concentragado celular maxima (Xn),
contetdo de clorofila-a (Chl) e conteddo de proteina na biomassa seca (PTN). No
processo simultaneo de floculacdo e adsorcdo com carvao ativado em pé (CAP),
foram testados dois agentes floculantes, cloreto férrico (F) e sulfato férrico (S), bem
como diferentes tempos de contato. No processo simultaneo de floculacdo com F e
adsorcdo com CAP, as condigbes 6timas foram: CAP =24 4mgL*e F=20,3mgL™
durante 30,4 min de tempo de contato; com obtencéo de: Xy, = 4893 + 33 mg L™, Chl
=243 + 0,1 mg g*, PTN = 36,1 + 0,6 %. As condicdes 6timas de tratamento
simultaneo de floculacdo com S e adsorgéo com CAP foram: CAP =400 mgL" e S
= 32,8 mg L™ durante 36,1 min de tempo de contato, com obtenc&o de: X, = 4863 +
64 mg L™t Chl=24,5+0,6 mgg™, PTN = 60,1 + 0,6 %. No processo sequencial de
floculacdo com F seguido de adsor¢cdo com carvdo ativado granulado (CAG), as
condicBes 6timas foram atingidas com: CAG = 108,4 g e F = 10,0 mg L™ durante
30,8 min de tempo de residéncia; obtendo-se: X, = 3140 + 77 mg L™?, Chl = 35,4 +
0,2 mg g%, PTN = 44,9 + 0,0 %. Adicionalmente, os meios tratados nessas
condicdes Otimas de cada tratamento, também foram testados em FBR tubulares,
atingindo valores de X, Chl e PTN maiores do que os obtidos com meio padréo.
Além disso, o processo simultaneo de cultivo celular em FBR tubulares e adsorgéo
continua do meio de cultivo exaurido em coluna de CAG removeu 51 — 79 % de MO
e pigmentos. Foi demonstrado que uma proporgéo de 75 % de meio tratado no meio
de alimentacao ndo produz diminui¢ao significativa de produtividade celular (Px) e os
resultados foram: concentragdo celular em estado estacionario (Xs) de 1568 + 15 mg
LY, Px =941 mg L d*, PTN = 42,0 + 0,6 %, com diminuicdo de 65 % no custo de
meio de cultivo. Por fim, conclui-se que € viavel a utilizacdo de processos fisico-
guimicos no tratamento de meio a ser reaproveitado no cultivo de A. platensis,
inclusive em FBR tubulares, com apreciavel incremento de clorofila-a e proteinas na
biomassa obtida em meio tratado.

Palavras-chave: Arthrosphira (Spirulina) platensis. Reaproveitamento de meio.
Adsorcéo. Floculacdo. Biomassa.



22

ABSTRACT

MOROCHO-JACOME, A. L. Study of reuse of Arthrospira (Spirulina) platensis
cultivation medium. 2014. 143 p. Doctor Thesis — Pharmaceutical Sciences
College, University of S&o Paulo, Sdo Paulo, 2014.

Arthrospira (Spirulina) platensis have compounds of interest in the food,
pharmaceutical and cosmetic industries. Industrial production involves high volumes
of water and its viability should contemplate medium reuse, aiming to reduce not only
nutrient costs, but also environmental pollution, thus becoming a sustainable
process. This work had as main objective the evaluation of A. platensis culture
medium reuse through the physicochemical treatments flocculation and adsorption.
Thus, this cyanobacterium was cultivated in tubular photobioreactor (PBR) by fed-
batch and continuous processes at light intensity 120 umol photons m™ s™* under pH
control. Treatment techniques were developed for culture medium from fed-batch
process to properly removal of organic matter (OM) and pigments (60 — 96 %), thus
allowing its reuse in new cultures. A. platensis was cultivated in treated medium
using Erlenmeyer flasks, with the evaluation of parameters such as maximum cell
concentration (Xm), chlorophyll content (Chl) and protein content in dry biomass
(PTN). For simultaneous flocculation and adsorption with powdered activated carbon
(PAC), two flocculants were used: ferric chloride (F) and ferric sulfate (S), as well as
different contact times. In the simultaneous process of F flocculation and PAC
adsorption, optimum conditions were: PAC = 24.4 mg L™ and F = 20.3 mg L™ for 30.4
min contact time; results were: X, = 4893 + 33 mg L™, Chl =24.3+ 0.1 mg g*, PTN
= 36.1 + 0.6 %. Optimal conditions in the simultaneous process of S flocculation and
PAC adsorption were: PAC = 40.0 mg L™ and S = 32.8 mg L™ for 36.1 min contact
time; results were: X, = 4863 + 64 mg L™, Chl =24.5 + 0.6 mg g™, PTN = 60.1 + 0.6
%. In the sequential process of F flocculation followed by adsorption with granular
activated carbon (GAC), optimal conditions were reached at GAC = 108.4 g and F =
10.0 mg L™ for 30.8 min of residence time, at which X, = 3140 + 77 mg L™, Chl =
35.4+0.2mg g’ and PTN = 44.9 + 0.0 % were obtained. Moreover, medium treated
at each optimal condition were also tested in tubular PBRs, reaching values of Xp,
Chl and PTN higher than those obtained with standard medium. Furthermore, the
simultaneous process of cell cultivation in tubular PBR and continuous adsorption of
spent cultivation medium through GAC column removed 51 — 79 % of OM and
pigments. It was showed that 75 % of treated medium in the feed medium does not
cause significant decrease in cell productivity (Px) and results were: steady-state cell
concentration (Xs) = 1568 + 15 mg L™, Px = 941 mg L™ d*, PTN = 42.0 + 0.6 %, with
65 % reduction in medium price. At last, it can be inferred that the use of
physicochemical processes in medium treatment is feasible for reuse in A. platensis
cultivation, including that in tubular PBR, leading to considerable increase in
chlorophyll and protein contents of the biomass obtained with treated medium.

Keywords: Artrosphira (Spirulina) platensis. Medium reuse. Adsorption. Flocculation.
Biomass.
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RESUMEN

MOROCHO-JACOME, A. L. Estudio del reaprovechamiento del medio en el
cultivo de Arthrospira (Spirulina) platensis. 2014. 143 p. Tesis (Doctorado) —
Facultad de Ciencias Farmacéuticas, Universidad de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2014.

Artrosphira (Spirulina) platensis presenta sustancias de interés en las industrias de
alimentos, farmacos y cosméticos. La produccion industrial implica una elevada
cantidad de agua y su viabilidad debe contemplar el reuso del medio provocando
una disminucion de costos con nutrientes y contaminacion ambiental, convirtiéndose
asi en un proceso sustentable. El presente estudio tuvo como objetivo principal
evaluar el reuso del medio en el cultivo de A. platensis mediante tratamientos fisico-
quimicos de floculacion y adsorcién. Por tanto, esta cianobacteria fue cultivada en
fotobiorreactor (FBR) tubular en procesos por lote alimentado y continuo con
intensidad de luz de 120 pmol fotones m? s* con control de pH. Fueron
desarrolladas técnicas de tratamiento de medio de cultivo proveniente del proceso
por lote alimentado que permitieron la remocion apropiada de materia organica (MO)
y pigmentos (60 — 96 %), permitiendo asi su reuso en nuevos cultivos. A. platensis
se cultivé en medios tratados usando matraces Erlenmeyer, con la evaluacion de
parametros tales como la concentracion celular maxima (Xn), contenido de clorofila-
a (Chl) y contenido de proteina en la biomasa seca (PTN). En el proceso simultaneo
de floculacién y adsorcion con carbén activado en polvo (CAP), se probaron dos
agentes floculantes, cloreto férrico (F) y sulfato férrico (S), asi como diferentes
tiempos de contacto. En el proceso simultdneo de floculacion con F y adsorcién con
CAP, las condiciones 6ptimas fueron: CAP = 24,4 mg Ly F = 20,3 mg L™ durante
30,4 min de tiempo de contacto; obteniéndose: X, = 4893 + 33 mg L™, Chl = 24,3 +
0,1 mg g™, PTN = 36,1 + 0,6 %. Las condiciones 6ptimas de tratamiento simultaneo
de floculacién con S y adsorcion con CAP fueron: CAP = 40,0 mg L?y S =32,8 mg
L™ durante 36,1 min de tiempo de contacto, obteniéndose: X, = 4863 + 64 mg L™,
Chl=24,5+0,6 mgg®, PTN =60,1 + 0,6 %. En el proceso secuencial de floculacion
con F seguido de adsorcion con carbon activado granulado (CAG), las condiciones
6ptimas se lograron con: CAG = 542 g L'y F = 10,0 mg L™ durante 30,8 min de
tiempo de residencia; obteniéndose: X, = 3140 + 77 mg L™*, Chl =35,4+ 0,2 mg g*,
PTN = 44,9 + 0,0 %. Ademas, los medios tratados en esas condiciones 6ptimas de
cada tratamiento, también fueron probados en FBR tubulares, alcanzando valores de
Xm, Chl e PTN superiores a los obtenidos con el medio estandar. Adicionalmente, el
proceso simultdneo de cultivo celular en FBR tubulares y adsorcion continua de
medio agotado en columna de CAG removié 51 — 79 % de MO y pigmentos. Se
demostré que 75 % de medio tratado en el medio de alimentaciéon no produce una
disminucién significativa de la productividad celular (Px) y los resultados fueron:
concentracion celular en estado estacionario (Xs) 1568 + 15 mg L™, Px = 941 mg L™
d?, PTN = 42,0 + 0,6 %, con una reduccion de 65 % del costo del medio de cultivo.
Finalmente, se concluye que es factible el uso de procesos fisicoquimicos en el
tratamiento de medio para ser reutilizado en el cultivo de A. platensis, incluso en
FBR tubulares, con un considerable aumento de clorofila-a y proteinas en la
biomasa obtenida en medio tratado.

Palabras clave: Artrosphira (Spirulina) platensis. Reuso de medio. Adsorcion.
Floculacion. Biomasa.
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1 INTRODUCAO

O cultivo de micro-organismos fotossintetizantes é um tema bastante atual
que esta relacionado com importantes necessidades humanas, podendo ser
destacadas a producao de alimentos e remoc¢do de gas carbdnico atmosférico e/ou
industrial (SPOLAORE et al., 2006).

Arthrospira (Spirulina) platensis, Dunaliella salina e Chlorella vulgaris séo
cultivados e comercializados para nutricdo humana, principalmente. Porém a
pesquisa de estas e outras cianobactérias incrementa-se rapidamente,
principalmente visando a producdo de biocombustiveis (CHISTI, 2007; CHISTI,
2008).

Dentre os micro-organismos mencionados, merece destaque A. platensis pela
diversidade de propriedades desejadas da biomassa, 0 que induz a seu consumo
como alimento humano. De fato, é destacado na literatura que a cianobactéria
Arthrospira representa uma fonte alternativa de proteinas, pois tem alto teor protéico,
podendo chegar a valores da ordem de 70 % da biomassa seca (PELIZER et al.,
2003), boa digestibilidade e baixo teor de acidos nucleicos (CIFERRI; TIBONI,
1985). Além disso, sua biomassa contém vitaminas, acidos graxos polinsaturados,
polissacarideos com propriedade imunomodulatéria, bem como pigmentos e
antioxidantes (PULZ; SCHEIBENBOGEN, 1998).

A biomassa produzida pode ser utilizada como complemento alimentar para
humanos, ou incorporada em alimentos e/ou racdes animais e devido a tendéncia de
utilizacdo de corantes naturais € muito promissor seu uso como aditivo em alimentos
(LEMES et al., 2012). Outras aplicacdes incluiriam obtencdo de moléculas para
possivel utilizacdo nas indastrias farmacéutica e/ou quimica (LI et al., 2008),
contribuindo para o desenvolvimento de tecnologias a partir de fontes renovaveis de
energia.

Com relacdo as caracteristicas de processo de producdo em grande escala, o
cultivo da A. platensis é facilitado, pois ela cresce em meio inorganico altamente
salino (20,57 g L) e pH alcalino (RODRIGUES et al., 2010), representados
preponderantemente pelo bicarbonato e carbonato de sodio, de forma que seria
diminuido o risco de contaminagdo por outros micro-organismos fotossintetizantes
(CARVALHO et al., 2004). Dessa forma, esses cultivos em escala industrial podem

ocorrer com sucesso em fotobiorreatores (FBR) abertos e fechados, pois a remocéo
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da biomassa do meio de cultivo é facilitada devido a sua maior dimensdo com
relagdo as de outras microalgas e cianobactérias e também por sua caracteristica
filamentosa.

Considerando que a A. platensis é constituida de aproximadamente 50 % de
carbono, a utilizagdo do dioxido de carbono no cultivo desta cianobactéria pode
contribuir consideravelmente para a diminuicdo do custo de produgéo, bem como a
reducdo de emissdo deste poluente (FERREIRA et al., 2012; MATSUDO et al.,
2012). A biofixagdo deste gas pela A. platensis diminuiria os problemas ambientais
decorrentes do aumento da quantidade deste gas na atmosfera, problemas tais
como o0 aumento da temperatura global e a acidificacdo dos oceanos.
Adicionalmente, A. platensis € um micro-organismo versatil que pode crescer
mixotroficamente (LODI et al.,, 2005) e poderia aproveitar o carbono organico
presente em quantidades elevadas nas aguas residuarias. O nitrogénio € o segundo
elemento mais abundante da célula que precisa ser adicionado ao cultivo. Embora
0S nitratos sejam tradicionalmente utilizados (VONSHAK,1997), outras fontes de
nitrogénio de baixo custo como sais de aménio (BEZERRA et al., 2008; FERREIRA
et al., 2010) e/ou ureia (MATSUDO et al., 2011; MOROCHO-JACOME et al., 2012;
VIEIRA et al., 2012), contribuem na viabilizacdo do cultivo deste micro-organismo
(DANESI et al., 2002).

Por outro lado, o mercado de biomassa de microalgas e cianobactérias cresce
a cada dia (SPOLAORE et al.,, 2006). Assim, a producdo e o mercado de A.
platensis tém crescido consideravelmente e, por isso, € importante propor uma
metodologia para reaproveitamento do meio obtido no final dos cultivos pretendendo
evitar a eutrofizagcdo, bem como a salinizacdo do solo (USP, 2010). De fato, o
volume de meio para cultivo de micro-organismos fotossintetizantes envolvido nessa
producdo é extremamente grande (por exemplo, no cultivo de Arthrospira platensis
em FBR abertos, o volume seria da ordem de 350 bilhdes de litros), nessas
condicdes o custo do meio com sais majoritarios de grau técnico chegaria a valores
da ordem de 120 bilhdes de reais, ficando evidenciada a importancia econdmica
deste trabalho.

O uso da combinacdo dos processos de adsorcdo e floculacdo permite a
diminuicdo de material organico do meio a ser tratado, uma vez que a coagulagéo
utilizando diferentes agentes quimicos permite a formacédo de agregados de material

organico maiores e facilita a sua posterior adsor¢cdo no carvao ativado a ser
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empregado (USP, 2010). Esses processos, combinados com processos de filtracao,
podem facilitar a remocao de materiais organicos do meio de cultivo, diminuindo sua
turbidez e facilitando o reaproveitamento do mesmo em novos cultivos.

Dentro desse contexto, este trabalho pretende avaliar diversos tratamentos
fisico-quimicos do meio exaurido do cultivo de A. platensis em FBR tubulares com a
finalidade de reuso do mesmo em novos cultivos de A. platensis visando a sua
aplicacao, principalmente, no preparo de racfes animais ou como matéria-prima

para obtencédo de compostos com atividade bioldgica e corantes.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Cianobactérias sdo bactérias fotossintetizantes que requerem apenas
nutrientes inorganicos, agua e luz para seu crescimento caracterizado por altas
velocidades (CHRONAKIS et al., 2000) quando comparados com células vegetais.

A producdo de proteinas de micro-organismos € uma via alternativa de
disponibilidade de fonte protéica para alimentacdo. Esse tipo de proteina é
conhecido como proteina unicelular (single cell protein — SCP), obtida de leveduras e
bactérias, particularmente das cianobactérias (LITCHFIELD, 1977).

Tacon e Jackson (1985) enumeraram as seguintes vantagens das
cianobactérias como fonte protéica alternativa: a) sdo capazes de utilizar fontes de
carbono inorganico e organico, b) possuem em torno de 40 — 70 % de proteina bruta
em funcdo da espécie, c) apresentam tempos de geracdo curtos sob condi¢bes
Otimas de crescimento, d) sdo facilmente cultivadas em pequenas areas, e€)
permitem possiveis manipulacdes genéticas para alteracdo de sua composicao.

Existem fatores ambientais que influenciam no crescimento de cianobactérias
como temperatura, pH, suplemento de luz e CO,. Mesmo assim, a concentracéo de
nitrogénio também é um fator determinante no cultivo, uma vez que este nutriente &
utilizado, principalmente, para constituir proteinas e acidos nucléicos, fundamentais
para a manutencao e crescimento celular ( WATANABE; HALL, 1996).

Sabe-se que as cianobactérias sdo um dos grupos de produtores primarios
dos ambientes aquaticos e pela versatilidade de fixar nitrogénio e carbono ao
mesmo tempo, tem sido proposto o seu uso para a atividade de sequestro de
carbono principalmente no oceano (CAPONE, 2001).

Por outro lado, no mundo atual, as atividades da civilizagdo liberam o
elemento fosforo para o ambiente aquatico, que apesar de essencial a todos os
seres vivos, antigamente era escasso na natureza. Sendo a eutrofizagdo, um
fenbmeno produzido pelo excesso de nutrientes (principalmente fosforo ou
nitrogénio) que promove uma proliferacdo excessiva de flora oportunista, a melhor
competitividade de cianobactérias faz delas um dos micro-organismos mais
envolvidos na eutrofizagdo (CAPONE, 2001).
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2.1 Arthrospira sp.

A cianobactéria Arthrospira (Spirulina) platensis (Figura 01) vem sendo
cultivada fotoautotroficamente para a producdo de biomassa com alto conteudo
protéico, da ordem de 70 % em massa seca (PELIZER et al., 2003), colocando-se
acima das carnes e da soja (DILLON; PHUC; DUBACQ, 1995; STANCA; POPOVIC,
1996). Apresenta a vantagem de ndo conter o colesterol das carnes, € pouco
calorica, aléem de conter todos os aminoacidos essenciais recomendados pela FAO.
Sua biomassa é caracterizada pela boa digestibilidade e por possuir baixo teor de
acidos nucléicos, ndo ultrapassando 5 % da massa seca (DURAND-
CHASTEL,1980). Adicionalmente, tem em sua constituicdo vitaminas A, E, K, Be C
(BECKER, 1981), acidos graxos poliinsaturados (MAHAJAN; KAMAT, 1995), bem
como polissacarideos com propriedade imunomodulatéria, pigmentos e
antioxidantes (PULZ; SCHEIBENBOGEN, 1998).

Figura 01 — Arthrospira (Spirulina) platensis UTEX 1926.

A Arthrospira cresce em meios liquidos especificos ricos em sais minerais,
compostos principalmente por bicarbonato e carbonato de sédio, com pH de 8 a 11.
As regides propicias sdo as tropicais e subtropicais quentes e ensolaradas. Isoladas
no Meéxico, Tchad, Etiopia, Quénia, Zaire, Zambia, etc., as espécies do género
Arthrospira constituem um dos raros exemplos de cianobactérias continentais
utilizadas naturalmente como alimento humano e animal (ABDIN EL SHERIF;
CLEMENT, 1982). Particularmente, no Brasil ha relato do isolamento de A. platensis
CCIBt3335, proveniente das lagoas salinas do Pantanal da Nhecolandia, regido
situada no Estado de Mato Grosso do Sul, que apresentam valores de pH na faixa
de 9 a 11 (SANTOS, 2013).
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2.1.1 Classificagao e morfologia

Arthrospira, pertencente a ordem Oscillatoriales, classe Cyanophyceae, €
uma cianobactéria filamentosa, de cor verde azulada, caracterizada por uma cadeia
de células cilindricas dispostas de forma helicoidal — denominados tricomas
(GUGLIELMI; RIPPKA; TANDEAU DE MARSAC, 1993), que variam de tamanho e
morfologia conforme as condi¢cdes de crescimento; possuem geralmente cerca de
500 ym de comprimento e de 6 a 12 um de didmetro (TOMASELLI, 1997).

Existe discordancia entre diversos autores em relacdo a denominagdo desta
cianobactéria. As espécies pertencem ao género Arthrospira, que foi oficialmente
incluido no Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (CASTENHOLZ, 1989) no
ano de 1989, e que foi diferenciado do género Spirulina com base em diversas

caracteristicas morfologicas e genéticas (TOMASELLI, 1997).

2.1.2 Condic¢bes de cultivo

Quanto aos aspectos tecnologicos de cultivo da Arthrospira, esta apresenta
vantagens em relacdo aos demais fotoautotroficos. Dentre estas, podem ser citadas
o crescimento em pH alcalino e altamente salino, fatores importantes na prevencao
de contaminacdo no FBR por micro-organismos estranhos (BOROWITZKA, 1999) e
a separacao facil do meio de cultivo, devido a forma espiralada e maiores dimensdes
(RICHMOND, 1988; PIORRECK et al., 1984). Desenvolve-se em meios em que 0S
constituintes principais sdo as fontes minerais de carbono (carbonatos,
bicarbonatos), fosforo e nitrogénio (normalmente, nitratos) e cresce bem em
temperaturas da ordem de 30 °C (VONSHAK, 1997).

2.1.2.1 Fonte de nitrogénio

Sabe-se que a quantidade e qualidade da fonte de nitrogénio usada no meio
de cultivo podem influenciar no conteddo de proteina, bem como em outros
constituintes da Arthrospira sp., tais como lipideos e suas fracbes e pigmentos
(BOUSSIBA; RICHMOND, 1980; PIORRECK et al.,, 1984; NAES; POST, 1988;
STANCA; POPOVIC, 1996; DANESI et al., 2002; DANESI et al., 2004). Neste

sentido, muitos trabalhos foram realizados visando a utilizacdo de diversas fontes de
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nitrogénio para o cultivo de A. platensis. Os melhores resultados foram atribuidos
aos nitratos em termos de biomassa produzida (CORNET; DUSSAP; GROS, 1998),
0 que confirma a ampla utilizacdo dos meios de Paoletti (PAOLETTI; PUSHPARAJ;
TOMASELLI, 1975) e Zarrouk (STANCA; POPOVIC, 1996), que utilizam KNO3 e
NaNO3; como fonte de nitrogénio, respectivamente.

Faintuch (1989), estudando diferentes fontes de nitrogénio para cultivo de
Arthrospira maxima por processo descontinuo, verificou que a utilizacdo de fontes
alternativas de nitrogénio em vez de nitrato, como cloreto de aménio e ureia, s6
foram viaveis com reduzidos niveis de concentracdo do nutriente, com consequente
diminuicdo da quantidade de biomassa produzida.

Saxena, Ahmad e Shyam (1983), trabalhando com producgéo de A. platensis a
partir de aguas residudrias domésticas adicionadas de sais, conseguiram bons
resultados com ureia a 0,01 % como complementacdo, embora os teores proteicos
maiores tenham sido obtidos para a fonte nitrato de sodio 0,1 %. Isso poderia ser
esperado em funcéo do planejamento executado, que levou ao fornecimento de 3,53
vezes mais nitrogénio (considerando o numero de atomos) na complementacéo
realizada com nitrato.

Mesmo assim, ha estudos indicando que durante deplecdo de nitrato o
crescimento para e apoproteinas e ficocianinas sdo degradadas para suprir as
necessidades de nitrogénio (CORNET; DUSSAP; GROS, 1998), o que poderia ser
estendido para outras fontes, uma vez que o0 nitrogénio incorporado nos
aminoécidos é o amoniacal.

Segundo Danesi et al. (2002), uma vantagem da ureia em relacdo aos nitratos
€ que fornece dois atomos de nitrogénio. Além disso, a ureia como fonte de
nitrogénio prové um ganho energético pela formacdo de aménia por acédo da urease
ou sua hidrdlise espontanea em meio alcalino de modo que o nitrogénio amoniacal é
assimilado pela Spirulina. O cultivo de Spirulina spp. utilizando ureia obteve um
aumento de 37 % na producéo de biomassa e menor custo quando foi comparado
com os cultivos realizados com KNOs.

Por outro lado, na A. platensis, a deficiéncia de nitrogénio durante o periodo
de crescimento leva a um decréscimo na producédo de ficocianina e clorofila, e
também a composicdo de acidos graxos pode ser afetada (FUNTEU et al., 1997).

Segundo Cornet, Dussap e Gros (1998), com a adicao de fonte de nitrogénio

em cultivos deficientes em nitrogénio ocorre um rapido aumento na quantidade de
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proteinas, tais como ficocianinas e, com menos intensidade, sdo produzidas outras
proteinas celulares.

Particularmente no caso do uso de fontes de nitrogénio amoniacais no cultivo
de A. platensis, o controle da vazao de alimentacdo pode permitir que se evitasse o
trabalho em concentracdes inibitérias de aménia no meio de cultivo (CARVALHO et.
al., 2004; SOLETTO et al., 2005; BEZERRA et al., 2008).

Ferreira et al. (2010) cultivando A. platensis em FBR tubular, determinaram
experimentalmente que as vazfes de alimentacdo de sulfato de amoénio que dariam
sustentacao adequada ao crescimento celular seriam as parabdlicas.

Inclusive, foi testado o uso de CO, proveniente de fermentacédo alcodlica no
crescimento de A. platensis em FBR tubular com associacéo de nitrato de sodio e
sulfato de aménio como fontes de nitrogénio (FERREIRA et al., 2012).

Em trabalho recente, foi testado o uso de outras associacdes de fontes de
nitrogénio como ureia e nitrato de potassio em FBR abertos (VIEIRA et al., 2012).

Finalmente, o uso de ureia como fonte de nitrogénio ndo leva a fase lag no
crescimento de A. platensis. (SANCHEZ-LUNA et al., 2007, MOROCHO-JACOME et
al., 2012).

2.1.2.2 pH

O meio padrédo para Arthrospira (SCHLOSSER, 1982) é rico em bicarbonato e
carbonato. Este meio é alcalino devido a presenca destes ions. A forma de carbono
preferencialmente assimilada por cianobactérias é o bicarbonato, sendo o pH ideal
de cultivo aquele que assegure o maior deslocamento do equilibrio quimico no
sentido de sua formacgéo.

Particularmente em cultivo com fonte de nitrogénio que leva a formacao de
amonia no meio de cultivo, o pH também determina a forma em que esta substancia
se apresenta no meio. Em pH abaixo de 8,0 hd uma predominancia de ion aménio.
Em pH acima de 11,0, o nitrogénio encontra-se na forma ndo protonada de amdnia
gue é a forma que tem passagem livre pela membrana celular (BELKIN; BOUSSIBA,
1991).

A assimilacao fotossintética do carbono € realizada pela passagem ativa de
bicarbonato do meio de cultivo para o interior das células, onde no sistema

fotossintético ocorre a captura do anidrido carbdnico com consequente liberacéo do
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carbonato remanescente (FERRAZ, 1986). Assim, com o crescimento celular tem-se
um aumento do valor de pH, pelo acumulo de carbonato no meio. Por isso, para o
controle do pH, € necessaria a manutencédo da relacdo bicarbonato/carbonato que
assegure o pH desejado. Isso pode ser feito pelo borbulhamento de anidrido
carbdnico (CO,) ou pode-se restabelecer o pH por acréscimo de acido mineral,
deslocando o equilibrio no sentido de formacao de bicarbonato.

2.1.2.3 Temperatura

O efeito da temperatura no cultivo é explicado como se fossem dois fatores:
acao da temperatura na estrutura dos componentes celulares (proteinas e lipideos)
e relacdo dos coeficientes de temperatura com a taxa de reacao; esses coeficientes
dependem das energias de ativagdo das reagdes (FAINTUCH,1989).

A temperatura minima permitida para o crescimento de Arthrospira spp. é de
18 °C (JIMENEZ et al., 2003). No entanto, a temperatura de 29 °C foi considerada
como a melhor para a produtividade celular (SANCHEZ-LUNA et al., 2007).

A temperatura tem influéncia importante na producao de biomassa, proteinas,
lipideos e compostos fendlicos no cultivo de A. platensis. De fato, a 35 °C ocorre um
efeito negativo na producédo de biomassa, mas tem um efeito positivo na producao
de proteina, lipideos e compostos fendlicos.

Segundo Colla et al. (2005) foram obtidas densidade de biomassa e
produtividade altas aos 30 °C, embora a concentracao de nitrogénio parecia nao ter
nenhum efeito na quantidade de proteina, lipideos ou compostos fendlicos
produzidos.

Embora Rafiqul, Jalal e Alam (2005) reportaram que as condi¢cdes G6timas na
producdo de biomassa em frascos Erlenmeyer para A. platensis sdo 32 °C e pH de
9,0, e Abu, Ogbonda e Aminigo (2007) obtiveram que as condicbes oOtimas de
crescimento de A. platensis sdo 30 °C e pH de 9,0 em frascos Erlenmeyer, neste
trabalho foi considerada uma temperatura de 32 °C e pH de 9,5 para conseguir uma
maior produtividade celular em FBR tubular (MOROCHO-JACOME et al., 2012).
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2.1.2.4 Luz

Atendidas as necessidades de nutrientes, de forma que estes nao limitem o
crescimento, fatores ambientais sdo extremamente importantes no crescimento
microalgal, influenciando na produtividade e na composi¢cao quimica da Spirulina sp.
(OLGUIN et al., 1997). Dentre estes fatores, sem divida, merece destaque a
intensidade luminosa a que o cultivo é submetido.

A intensidade e a duracao da irradiacdo luminosa determinam a velocidade de
crescimento e o rendimento da producao, limitados, entretanto, por mecanismos
enzimaticos do micro-organismo. Este limite € denominado ponto de saturagao
luminosa, sendo, segundo Balloni et al. (1980), da ordem de 5 a 10 klux.

Por outro lado, Vonshak et al. (1983) mostraram que o periodo em que a
célula esta na superficie do meio durante o dia influéncia tanto na velocidade de
crescimento como na eficiéncia fotossintética, sendo afetado pela intensidade de
agitacdo do FBR, pela turbuléncia e pela densidade populacional (RICHMOND,
1988).

Em condi¢Bes de baixa intensidade luminosa, a velocidade de crescimento €
diminuida, com consequente diminuicdo na producdo de biomassa (BALLONI et al.,
1980). No entanto, a iluminacdo muito forte dos cultivos de algas gera dois efeitos
principais: fotoinibicdo, que leva a um decréscimo no rendimento maximo do
crescimento e fotoxidacao, que tem efeitos letais nas células, podendo levar a perda
total da cultura (JENSEN; KNUTSEN, 1993).

A fotoinibicdo ocorre com 0 aumento da intensidade luminosa acima do nivel
de saturacao da taxa fotossintética. Entretanto, este fenébmeno também pode ocorrer
sob intensidades luminosas moderadas se a taxa fotossintética estiver limitada por
fatores estressantes (baixas temperaturas, etc.) (SAMUELSON et al., 1985).

Ademais, a intensidade luminosa exerce influéncia marcante nos parametros
de crescimento celular, como fator de conversdo de nitrogénio em células e
produtividade celular, bem como na composi¢do da biomassa. Altos valores de
intensidades luminosas favorecem os parametros de crescimento, enquanto que
valores mais baixos (da ordem de 2 klux) favorecem a obtencdo de biomassa rica
em clorofila (DANESI et al., 2004). Também se encontraram informacdes que as
condic¢des de iluminagdo do cultivo afetam a fracéo lipidica da biomassa (MAHAJAN;
KAMAT, 1995).
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2.1.3 Propriedades

As proteinas representam até 74 % da massa seca de Arthrospira, valor que
varia conforme a espécie e as condi¢cdes de crescimento (COHEN, 1997). Entre as
proteinas estdo presentes as ficocianinas, biliproteinas envolvidas nas reacoes
bioguimicas de fotossintese. Particularmente, os granulos de cianoficina poderiam
funcionar como principal reservatoério de nitrogénio (BALLONI et al., 1980; CIFERRI,
1983).

Segundo Dillon, Phuc e Dubacqg (1995), esta cianobactéria representa uma
das mais ricas fontes de proteinas, e seu conteludo é superior ao de carnes e peixes
(15 a 25 %) e também ao da soja (35 %). Os autores afirmam que até 47 % da
proteina presente equivalem a aminoacidos essenciais, com a presenca inclusive de
metionina, aminoacido ausente na maioria das cianobactérias e algas.

Os &cidos graxos presentes nesta cianobactéria sdo, principalmente, os
acidos palmitico, linoléico, oléico e, especialmente, os acidos essenciais a-linolénico
e y-linolénico, correspondendo estes ultimos a até 30 % de todos os acidos graxos
presentes (MAHAJAN; KAMAT, 1995). Arthrospira € Unica por conter a maior
concentragdo de acido y -linolénico encontrada em organismos vegetais: 1 % da
massa seca (DILLON; PHUC; DUBACQ, 1995). O teor de acidos presentes varia
conforme a espécie ou subespécie de cianobactéria (HONGSTHONG et al., 2007) e
conforme as condi¢cBes de crescimento, principalmente ao que diz respeito a fonte
de nitrogénio (PIORRECK et al., 1984).

Dentre os pigmentos presentes em Arthrospira, destacam-se os carotendides
(ANNAPURNA; DEOSTHALE; BAMJI, 1991), especialmente B-caroteno (CARERI et
al., 2001); e a clorofla (RANGEL-YAGUI et al, 2004), encontrados,
respectivamente, em teores de até 0,4 % e 1,5 % na biomassa seca (CIFERRI,
1983). Recentemente, maior atencdo vem sendo dada a Arthrospira pelo potencial
de coloracdo de seus pigmentos de interesse as industrias de alimentos,

farmacéuticas e de cosméticos (DANESI et al., 2004).

2.1.4 Producéao e Aplicacdes

A primeira planta experimental para a producdo de A. platensis foi

desenvolvida na década dos anos 60 pelo Institut Francaise du Pétrole. Segundo
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Ciferri e Tiboni (1985), o Japdo e os Estados Unidos de América tém producdo em
escala industrial, além disso, mais de 40 tipos de produtos estdo disponiveis no
mercado. A industria biotecnolégica de microalgas tem se expandido
significativamente no mundo (PULTZ; GROSS, 2004).

No Brasil, devido aos problemas de nutricdo deficiente e pela existéncia de
regides com condi¢des climaticas adequadas, a producdo de A. platensis pode ser
considerada como uma alternativa econémica e social (PELIZER et al., 2003).

No entanto, as utilizagBes de Arthrospira ndo sdo restritas a alimentacao.
Vérios outros estudos foram realizados acerca das utilizacbes desta cianobactéria.
Chronakis et al. (2000) destacaram que as proteinas de A. platensis podem ser
usadas com estabilizantes de emulsGes e espumas, como agentes emulsificantes e
gelatinizantes, pois apresentam pequena tensao interfacial ar/agua.

Mosulishvili et al. (2002) estabeleceram que selénio e iodo podem ser
incorporados a biomassa desta cianobactéria sem alteracdo de suas propriedades
naturais, e que o cultivo em condi¢ces controladas com a utilizacdo de reagentes
com alto grau de pureza, possibilita a utilizacdo de A. platensis para a producdo de
produtos farmacéuticos.

Pultz e Gross (2004) estudaram os efeitos pré-bidticos de biomassa de
Arthrospira sp. Os resultados demonstraram que componentes desconhecidos
mantém saudavel a flora intestinal, assim, comprovou-se que a biomassa estimula o
crescimento de Lactobacillus acidophillus.

Dentre as aplicacdes de A. platensis, encontram-se:

2.1.4.1 Suplemento alimentar

Em decorréncia de sua composicdo quimica — presenca de proteinas em
grande quantidade, aminoacidos essenciais, acidos graxos poliinsaturados e outros
compostos fitoquimicos de acdo antioxidante (HERRERO et al., 2005), as
cianobactérias do género Arthrospira sdo atrativas para producédo de alimentos ou
suplementos alimenticios, seja para alimentacdo humana ou animal.

Sao inumeros os estudos com Arthrospira focados na producdo de biomassa
com finalidade alimenticia. Morist et al. (2001), por exemplo, desenvolveram um
processo de recuperacdo e uma série de tratamentos adicionais para utilizacdo da

biomassa, cultivada em FBR continuo, na producdo de alimento para sustento do
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homem em missdes espaciais. Concluiram que preparacdes baseadas nesta
cianobactéria podem ser consideradas como uma fonte alimentar potencial com tal
objetivo, pois a biomassa pode ser eficientemente obtida e tratada, e é estavel
guanto as suas caracteristicas microbiologicas, quimicas e nutricionais.

Existem estudos recentes que avaliam a possibilidade de incorporagéo de
biomassa de A. platensis para enriquecimento nutricional de certos alimentos.
Particularmente, Lemes et al. (2012) incorporaram A. platensis na farinha de trigo
para preparar massas frescas de coloracdo verde e com enriquecimento nutricional.
Além das propriedades funcionais, foram avaliadas as caracteristicas sensoriais do
produto final, bem como a atividade antioxidante nas formula¢des. Rabelo et al.
(2013) estudaram a substituicdo da farinha de trigo pela mandioca, além da adi¢céo
de biomassa de A. platensis e agucar invertido, para desenvolver um ‘sonho’ com
elevada taxa da Reacao de Maillard para mascarar a coloracdo verde da biomassa
da cianobactéria. Neste estudo, foi demonstrada a viabilidade da adicdo da
biomassa para conferir enriquecimento nutricional sem afetar, de forma significativa,

a aceitacao sensorial e as caracteristicas tipicas do produto obtido.

2.1.4.2 Alimentacdo animal

Ha diferentes estudos que descrevem a incorporacdo de biomassa de A.
platensis em racfes de peixes e outros animais marinhos e terrestres devido ao
elevado valor nutritivo da mesma.

Takeuchi et al. (2002) reportaram que as tilapias da espécie Oreochromis
niloticus apresentaram crescimento e composi¢ao corporal normal ainda quando
alimentados simplesmente com Spirulina.

Tan et al. (2009) avaliaram os efeitos de biomassa de Spirulina no
crescimento e composicdo quimica de pepino do mar Apostichopus japonicus e
reportaram que a farinha de peixe na dieta pode ser substituida pela biomassa de
Spirulina sem aparentes efeitos negativos.

Muitos estudos recentes explicam a aplicagdo de biomassa de A. platensis na
alimentacdo de diversas espécies animais, como gado, frango, ovelhas e coelhos
pela sua propriedade particular de ser uma fonte de elevado potencial nutritivo que
favorece o crescimento, fertilidade e a qualidade final de produto alimenticio
(HOLMAN; MALAU-ADULLI, 2012)
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2.1.4.3 Tratamento de efluentes

Arthrospira tem sido utilizada como purificadora de efluentes pelo fato de
remover os nitratos, fosfatos e outros elementos nele presentes. Em Israel, as aguas
sao aproveitadas para producdo de Arthrospira spp. e Scenedesmus spp., tentando
implementar métodos menos custosos e eficientes no tratamento de agua de
efluentes industriais e domésticos. Em Londres, sdo usadas as aguas do tratamento
terciario de rejeitos para produzir biomassa e assim, as purificar (BECKER, 1981).

Recentemente, a biomassa de A. platensis tem sido testada para remocéao de
materiais indesejaveis como excesso de fertilizantes, metais pesados, corantes
téxteis e pesticidas de diversos tipos de efluentes (CHOJNACKA; CHOJNACKA;
GORECKA, 2005; LODI et al., 2008; PANE et al., 2008; RODRIGUES et al., 2012;
SOLISIO et al., 2006).

Por fim, A. platensis tem sido testada na remocao de nitrogénio de diferentes
efluentes. Particularmente, Markou, Vandamme e Muylaert (2014) testaram o uso de
amonia proveniente de efluentes e demonstraram que o uso indireto de amonia
através da sua adsorcdo em zeolitas e posterior liberacdo e transferéncia ao meio
para o cultivo de A. platensis foi satisfatério. Apesar de terem sido perdidas
elevadas quantidades de amoénia no cultivo, a taxas da sua recuperacdo foram de
aproximadamente 35 %, levando assim a producdo de biomassa mesmo com a

pouca quantidade de nitrogénio disponivel.

2.2 Processo de cultivo

Para o cultivo temos dois tipos de sistema: FBR abertos como tanques
abertos de moderada relacéo superficie/volume (3 — 10 m™) e FBR fechados com
elevada relagdo superficie/volume (25 — 125 m™) (WEISSMAN; GOEBEL, 1987).
Enquanto os sistemas de cultivo abertos s&o de baixo custo, os fechados fornecem
outras vantagens (ROSELLO-SASTRE et al, 2007) como: maior relagcéo
superficie/volume, habilidade de prevenir contaminacdo, capacidade para obter alta
densidade e alta produtividade de biomassa, e assim, alta taxa de fixacdo de COx.

O FBR tubular de configuragdo mais conhecida (TRAVIESO et al., 2001), tem

uma sequéncia de tubos transparentes diretos para captar a luz solar. Um diametro
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pequeno de tubo, geralmente 10 cm ou menos, é necessario para garantir elevada
concentragdo celular maxima de biomassa.

No processo descontinuo, todo o substrato é adicionado no inicio do cultivo,
mas o processo descontinuo alimentado é uma técnica onde um ou mais nutrientes
sdo adicionados ao biorreator durante o cultivo e, os produtos ai permanecem até o
final do processo. Nesta operacdo, a mudanca de volume pode ou n&o ocorrer,
dependendo da concentracdo de substrato no meio de alimentacdo e da taxa de
evaporacao do sistema (CARVALHO; SATO, 2001). Este processo € utilizado para
minimizar a formacéo de produtos toxicos de metabolismo, adequagédo do processo
fermentativo a condi¢cdes operacionais e estudo de cinética de processos
fermentativos.

O processo descontinuo alimentado € uma técnica muito Gtil quando se trata
de evitar fenbmenos de inibicdo por substrato e de adequar condicbes operacionais
em processos fermentativos. Encontra aplicagdo em produgéo de levedura (LEE;
KIM, 2001), antibioticos (CRUZ et al.,, 1999), aminoacidos (SASSI et al., 1998),
etanol (CARVALHO et al., 2004), enzimas (ECHEGARAY et al., 2000), e até mesmo
em cultivo de células animais (XIE; WANG, 1994).

A utilizacdo do processo descontinuo alimentado para o cultivo de Spirulina
platensis permitiu a obtencdo de resultados bastante satisfatérios com o uso de
ureia (DANESI et al.,, 2002; MATSUDO et al.,, 2009). Resultados igualmente
promissores com sulfato de aménio como fonte de nitrogénio foram encontrados
(SOLETTO et al., 2005).

2.3 Reaproveitamento de meio

O mercado de biomassa de microalgas é da ordem de 5000 t/ano de material
seco e gera aproximadamente US$ 1,25x10° ano™ (PULTZ; GROSS, 2004). E
importante mencionar que ha caréncia de informacdo na literatura sobre reuso dos
nutrientes presentes no efluente obtido ao final dos cultivos.

Assim, considerando que a producdo em sistemas abertos ou fechados e o
mercado de A. platensis tem crescido consideravelmente nos udltimos anos, é
importante propor uma metodologia para reaproveitamento do meio obtido no final

dos cultivos.



39

Jourdan (2006) descreve um procedimento para renovar o meio de cultivo
considerando que deve se realizar uma limpeza tirando 1 % do meio em cada dia de
cultivo. Sugere o controle dos oligoelementos presentes no meio para evitar uma
caréncia dos mesmos porque influenciaria na qualidade da biomassa final. Também
sugere um procedimento para realizar uma depuracéo realizando combinagéo de
processos de filtracdo, decantacdo e tratamento bioldgico natural, utilizando luz em
tanques abertos com tempo de residéncia de 2 a 4 semanas para posteriormente ser
descartado.

Jourdan (2006) afirma que a decantacdo permite a sedimentacdo de
exapolisacarideos (EPS) e que a passagem do meio por filtro de areia seguida por
uma oxidacdo bioldégica com borbulhamento de ar com aproveitamento da flora
bacteriana do ambiente, sem precisar de inoculacdo de outros micro-organismos,
permite a diminuicdo nos valores de demanda bioquimica de oxigénio (DBO),
demanda quimica de oxigénio (DQO) e coloracdo do meio.

Por se tratar de uma etapa da producéo de A. platensis quase inexplorada
atualmente. O presente trabalho pretende desenvolver técnicas para reaproveitar o
meio de cultivo, tendo em vista resultados promissores de cultivos em meios
reaproveitados provenientes de tratamentos fisico-quimicos (USP, BR n. PI
018100034532). Dessa forma, foram avaliadas as remoc¢8es de matéria organica,
incluindo pigmentos, e o crescimento de A. platensis no meio tratado, levando a
resultados inéditos na literatura.

Para tanto, a seguir, encontram-se os fundamentos da escolha dos diferentes

processos fisico-quimicos utilizados neste trabalho.

2.3.1 Floculagdo com agentes quimicos

Para a eliminacdo de matéria organica (MO) no meio de cultivo € necessario
que se promova a coagulacdo quimica e a floculagdo das particulas dispersas no
meio a ser tratado para posterior reuso.

Segundo Odegaard (1979), o processo de formacao e separacéo dos flocos
pode ser dividido em trés etapas: coagulacéo/precipitacéo, floculagcdo e separacéao
(sedimentacao, flotacdo ou filtracdo). Ha formacdo de flocos em todas as etapas,
mas na primeira etapa ocorre a formacao inicial de codgulos. Apés a coagulacao, as

particulas possuem tamanhos na faixa entre 0,5 um e 5 ym e sdo denominadas
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particulas primarias. Na floculagdo, as particulas primarias agregam-se em
consequéncia das colisbes promovidas, ocorrendo a formagao de flocos, na faixa
entre 100 um e 5000 um. Na coagulacéo, 0 processo € consumado em questao de
segundos, enquanto a floculacdo e a separacdo dos flocos sdo etapas que
demandam tempo superior a alguns minutos. Dessa forma, neste trabalho, para
simplificagéo de termos, o processo total foi denominado floculacéo.

Os coagulantes (floculantes) mais comuns sdo sais de ferro ou de aluminio,
cal e polimeros organicos sintéticos. Quando sais de ferro, sais de aluminio ou cal
sdo adicionados as &guas residuarias, ocorrem pelo menos dois processos
diferentes e de interesse: coagulagdo (ou desestabilizacao) das particulas (coléides)
e precipitacdo de fosfato solivel. O processo de coagulacdo é responsavel pela
separacdo das impurezas associadas as particulas, causando remocdo de DBO
entre 70 % e 75 % no esgoto bruto e remocao de sélidos suspensos entre 95 % e 98
% (ODEGAARD, 1979). Ainda segundo o referido autor, a maioria dos
contaminantes presentes nas aguas residuarias € constituida por particulas solidas
ou estdo associadas a elas. A dupla camada elétrica existente em sua superficie
impede a ligacdo entre as particulas coloidais. A desestabilizacdo quimica é
conseguida através da adi¢do de produtos quimicos desestabilizantes (coagulantes),

gue aumentam a tendéncia de agregacao ou fixacdo dos coldides.

2.3.2 Adsorcgao por carvéo ativado

O uso do carvdao ativado se conhece desde a antiguidade, pela sua
propriedade adsortiva. No século XX (décadas de 20 e 30), em algumas das
unidades de tratamento de a4gua de cidades alemaes, o carvao ativado foi usado
para remover o sabor da agua bruta e na remocéo de subprodutos de cloro na agua
tratada. Com esse mesmo objetivo, em 1928 nos Estados Unidos, o carvao ativado
foi utilizado no tratamento de agua em Chicago.

A fabricacdo do carvdo ativado inclui: carbonizacdo da matéria prima
(madeira, casca de coco, sementes, etc.) ou tratamento térmico do material em
atmosfera inerte a elevada temperatura e a ativacdo do produto em atmosfera
redutora. No final é produzida uma estrutura altamente porosa e de grande area

superficial, na qual os contaminantes podem se aderir.
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O carvao ativado esta disponivel em duas formas: po (CAP) e granular (CAG).
O tamanho das particulas tem seu efeito na capacidade de adsor¢do do carvao,
particulas menores de CAG demonstraram ser mais eficientes (JAGUARIBE et al.,
2005).

2.3.2.1 Adsorcdo em carvéo ativado granulado (CAG)

O CAG é geralmente usado sob a forma de meios filtrantes em tanques ou
filtros através dos quais passa a agua. Quando o CAG é utilizado no tratamento, a
superficie dentro dos poros vai gradualmente sendo coberta com moléculas
quimicas, até que o carvao nao seja capaz de adsorver novas moléculas, entdo o
carvao deve ser retirado, reativado ou substituido por um novo, virgem ou fresco
(BRADY, 1997).

Existem trés opcbes de localizacdo do CAG no tratamento convencional de
agua: o pré-tratamento, onde o CAG é colocado antes da filtracdo do tratamento
convencional; a pés-filtracdo, em que o CAG é implantado depois da filtracdo
convencional; e a filtragdo/adsorcdo, que é um processo combinado de filtracédo
convencional com CAG (Figura 02).

A opcédo mais usual é a pos-filtracdo, em que a agua tratada passa pelo CAG

apenas para remover 0s compostos organicos dissolvidos.

( ) ( FLOCULACAO )
CAG _ FLOCULAGAO
L ) | SEDIMENTACAO ) :
SEDIMENTAGCAO
\ 4 A\ 4
( FLOCULAGAO ) ( R
FILTRAGCAO ‘
A y
| SEDIMENTACAO L )
¥ ¥ CAG
4 N 4 N
FILTRACAO CAG FILTRAGAO
& J & J
Pré-Tratamento Pos-Filtracdo Filtracdo/Adsorcao

Figura 02 — Opc¢des de locacdo do CAG no tratamento de agua (BRADY, 1997).
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Outras caracteristicas adicionais a serem consideradas sdo: densidade e
umidade do carvao; distribuicdo, tamanho e forma das particulas; resisténcia a
abrasdo; parametros de projeto tais como expansdo de meio filtrante e perda de
carga; cinética de adsorcao; e possibilidade de regeneracéao.

O tamanho efetivo das particulas do carvdo € um fator importante para
determinacdo da duracdo das carreiras de filtragdo. A escolha do tamanho efetivo
das particulas do carvao baseia-se na qualidade da agua a ser tratada.

A regeneragao do CAG envolve dois processos consecutivos: a desorgao da
matéria aderida no carvdo e a reativagdo, restaurando ao maximo possivel, a
superficie interna e a estrutura dos poros do carvao. A regeneracao do carvao pode
ser bioldgica, quimica ou térmica.

Moore et al. (2001), verificaram que o CAG reativado alcancou percentuais de
remocao de carbono organico total (COT) mais elevados do que o CAG virgem, e foi

reutilizado por seis ciclos sem comprometer a sua eficiéncia.

2.3.2.2 Adsorcéo em carvao ativado em po (CAP)

A principal diferenca entre o CAP e o CAG é o tamanho das particulas do
material. Assim, o CAP possui particulas com no maximo 100 um de tamanho. As
principais vantagens do uso de CAP em relacdo ao CAG sé&o o investimento inicial
baixo e a flexibilidade na alteracdo da dosagem aplicada de acordo com as
variacbes na qualidade de agua. Porém, a impossibilidade de regeneracdo, a
dificuldade de disposicdo do lodo e a propria remogcdo de particulas sdo as
desvantagens quando o CAP é utilizado. O CAP ¢é adicionado a 4gua, misturado por
um periodo de tempo e depois removido.

A adsorgcdo de moléculas ocorre enquanto estd em contato com a agua. O
CAP pode ser adicionado em diferentes pontos de aplicagdo, como na tomada de
agua, em tanques de contato na chegada de agua bruta na estacdo, na unidade de
mistura rapida ou na entrada dos filtros (Figura 03).

Todos os pontos de aplicagdo oferecem vantagens e desvantagens, sendo
necessaria uma avaliacdo com base nos critérios seguintes para sua escolha:
mistura eficiente, tempo de contato suficiente para garantir a adsor¢cdo dos
contaminantes, interferéncia minima com os demais produtos quimicos utilizados no

tratamento e nenhuma alteracéo na qualidade final da agua (SNOEYINK, 1990).
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Figura 03 — Pontos de aplicacdo do CAP no tratamento: A. na tomada de agua, no

inicio da adutora de agua bruta, B. na chegada de agua bruta da estagcédo, C. na
unidade de mistura rapida e D. na entrada dos filtros (SNOEYINK, 1990).
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A adicdo do CAP na tomada de agua tem a vantagem de favorecer um longo
tempo de contato. Em geral, todos os pontos de aplicacdo antes da unidade de
mistura rapida levam a um consumo maior de carvao, pois algumas impurezas que
poderiam ser removidas pela coagulacao, floculacdo e sedimentacdo, poderdo ser
adsorvidas no carvao.

A aplicacdo do CAP na mistura rapida favorece uma excelente mistura e um
tempo de contato razoavel com a agua a ser tratada, contudo ha possibilidade de
interferéncia do coagulante no processo de adsorcdo. Quando o CAP é adicionado
antes dos filtros pode haver passagem do carvao através do meio filtrante.

Os equipamentos de testes de jarros sao frequentemente utilizados para
determinar a dosagem de CAP necessaria para alcancar a remocao desejada de um
dado composto no tratamento de agua (SNOEYINK, 1990).

Alguns dos parametros estabelecidos pelas Normas Brasileiras estdo
apresentados no Quadro 01.

Quadro 01 — Parametros estabelecidos pela norma EB-2133 para o fornecimento de
carvao ativado em p6, utilizado na adsorcdo de impurezas no tratamento de agua

para abastecimento publico.

Caracteristicas CAP Limites
Numero de iodo (mg |, g™) 600 min.
indice de fenol (g L™) 2,5 max.
Umidade (% em massa) 8,0 méax.
Massa especifica aparente (g cm™) 0,20a0,75

Granulometria (% em passa passante)

Peneira ABNT n. 100 99,0 min.
Peneira ABNT n. 200 95,0 min.
Peneira ABNT n. 325 90,0 min.

CAP e CAG tem sido utilizados amplamente na remocdo de diversos
compostos toxicos de agua e efluentes industriais. Hanigan et al. (2012) avaliaram o
uso de CAP e CAG na remocao de precursores de N-nitrosodimetilamina, composto
potencialmente carcinogénico e genotdxico, de misturas de agua de rio e de

efluentes de uma estacdo de tratamento de aguas residuarias. Os valores de
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remocao de carbono organico total (COT) e RA2s4 atingidos neste trabalho quando

usado CAG foram de aproximadamente 40 e 60 %, respectivamente.

2.3.3 Remocao de matéria organica e pigmentos

2.3.3.1 Remocéao de matéria organica

O meio de cultivo a ser reaproveitado, tem elevada turbidez devido a MO
presente em suspensio. E bem conhecido que nas estacbes de tratamento de agua,
a remocgdo da MO natural dissolvida tem sido encarada como a melhor estratégia
para minimizar a formacdo de sub-produtos da cloracédo, tais como trialometanos,
acidos haloacéticos, halopicrina, haloacetonitrilas, halocetonas e cloro hidrato. Em
anos recentes, muitos esforcos tém sido desenvolvidos nas tecnologias de
tratamento de agua e efluentes de diversas origens para permitir desenvolver
meétodos encarregados da eliminacdo de MO em quantidade elevada.

Processos convencionais no tratamento de &gua como coagulacéo,
floculacdo, sedimentacao e filtracdo sdo considerados os métodos mais comumente
empregados na remocdo de MO de aguas naturais. A efetividade na remocao de
MO utilizando o processo de coagulacao esté influenciada por vérios fatores como:
natureza e propriedades das particulas de MO, tipo e dose de coagulante, pH, forca
ionica e temperatura (KABSCH-KORBUTOWICZ, 2005).

Velten et al. (2011) caracterizaram a adsor¢cdo de MO natural em CAG. Foi
reportado que a adsorcdo com CAG é mais efetiva no controle de material precursor
para subprodutos de desinfecdo em aguas que contenham grande quantidade de
MO natural de baixa massa molar.

Porém, na literatura apresentam-se diversas estratégias de remocao de MO
utilizando combinagdes de diferentes processos fisico-quimicos. Por exemplo, em
estudo recente, Johir et al. (2013) testaram a aplicagcdo de membranas de filtracao
de aco e métodos de pré-tratamento como floculacdo com cloreto férrico (F),
adsorcdo com CAP, troca idnica em coluna de purolite e troca i6bnica em coluna de
purolite seguida de floculagdo com F. Foi demonstrado que o pré-tratamento
incrementou o desempenho da membrana de filtracdo, como resultado obtendo-se

uma boa eficiéncia (68 — 91 %) de remocao de carbono orgénico dissolvido (COD).
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Particularmente, Shon et al. (2012) mostraram que a ultrafiltragdo remove
apenas uma parte da MO do efluente de esgoto biologicamente tratado. A maior
remocado de MO foi observada quando aplicada a floculagdo com F seguida de
adsorcao com CAP, removendo MO tanto de pequeno quanto de grande tamanho.
Desta forma, a associagdo de processos de floculacdo e adsorgcdo esta justificada
neste trabalho e foram avaliadas algumas técnicas de tratamento que associam
processos de floculagcdo com sais férricos e processos de adsor¢cao com CAP.

N&o ha estudos de aplicacdo de processos fisico-quimicos na remocao de
MO de meio de cultivo de micro-organismos fotossintetizantes. Assim, este trabalho
propde a medi¢cdo da absorbancia em luz ultra-violeta no comprimento de onda de
254 nm (Azs4) cOMo uma alternativa de leitura e avaliacdo rapida da remocéo de MO
do meio apls cada tratamento devido a que foi demonstrado que Ajs, esta
diretamente relacionada com a concentracdo de MO em agua, especialmente com o
contetdo de carbono aromatico (EDZWALD; BEKER; WATTIER, 1985; CROUE et
al., 1999).

Edzwald, Beker e Wattier (1985) e Weishaar et al. (2003) explicaram que a
leitura de A4 € um bom parametro substituto para monitorar MO e material
precursor para subprodutos de desinfecdo por ser de facil e rapida leitura nos
processos de monitoramento nas plantas de tratamento de efluentes industriais.

Sabe-se que ha trés estratégias para alcancar remoc¢do de MO natural para

aguas de elevada alcalinidade, a seguir:

2.3.3.1.1 Controle de pH

Yan et al. (2009) demonstraram que o ajuste de pH antes da coagulacdo com
FeCl; e AICI; € recomendavel para remover MO, especialmente quando usado
cloreto férrico, sendo os valores de pH o6timos iguais a 5,0 e 6,3 para FeCl; e AlCl3,
respectivamente. Porém, o controle de pH tem desvantagens (CARLSON et al.,
2000) como o aumento da tendéncia corrosiva da agua tratada. Além disso, a adicédo
de acido ou base para controle de pH aumenta o custo de processo e aumenta a
complexidade do tratamento de agua. Nesse sentido, os meios utilizados neste
trabalho apresentam valores de pH (9,2 — 10,0) acima dos valores 6timos ja
mencionados para os agentes floculantes acima citados, mas a diminuicdo de pH

nao seria vantajosa com vistas ao reuso desses meios apds seu tratamento, pois
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seu restabelecimento ao valor inicial estaria associado a uma salinizagdo do mesmo,

0 que a longo prazo inviabilizaria o processo de reuso.

2.3.3.1.2 Otimizacdo da guantidade de coagulante

A remocédo de turbidez e COD correlaciona a dissociacdo dos coagulantes
com a solubilidade minima de FeCl; e AICI; a pH 5,8 e pH 6,3 respectivamente. A
remocao de COD é mais eficiente com valor de pH menor do que a sua solubilidade
minima porque neste pH os produtos da hidrélise de FeCl; e AICI; sdo polimeros
médios ou mondmeros, que tém elevada habilidade de remover COD por
complexacdo e neutralizacdo de cargas (YAN et al., 2009). Para diminuir as
desvantagens dos coagulantes tradicionais, tém sido desenvolvidos novos
coagulantes sintéticos como o denominado composto de alta eficiéncia de policloreto
de aluminio (HPAC), que inclui uma modificacdo do coagulante polimérico
inorganico policloreto de aluminio (PACI) combinado com silicatos (Yan, 2006). Além
disso, a remocéo de particulas de MO de aguas com elevada alcalinidade e com
micro-poluentes, foi potencializada com o uso, em escala piloto, de coagulacéo por
HPAC seguido de pré-ozonizacao, flotacdo e filtracdo (YAN et al., 2006; YAN et al.,
2007; YAN et al.,, 2008a); ou seja, utilizando uma combinacdo de processos de

tratamento.

2.3.3.1.3 Abrandamento com coagulante

Sabe-se que o abrandamento é empregado no tratamento de agua para
remover fons metalicos polivalentes, Ca** e Mg?*.

Yan et al. (2008b) reportaram que elevada remocdo de MO natural (remocao
de Ayss de aproximadamente 50 %) foi atingida com adicdo de PACI quando
comparada com coagulagdo convencional a pH sem alteracdo. PACI pode
incrementar remogcao de MO mais eficientemente que FeCl; e AICl; utilizando
valores baixos de pH (pH < 10). Mesmo assim, foi demonstrado que o conteudo de
Mg®* na agua afeta o desempenho do abrandamento (YAN et al., 2008b).
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2.3.3.2 Remocao de pigmentos

Finalmente, o meio de cultivo utilizado, além de apresentar MO, possui leve
coloracdo, provavelmente devido a presenca de clorofila. Portanto, a falta de
informacdo na remocdo de pigmentos em meio apos cultivo de micro-organismos
fotossintetizantes, levou a definir como parametro a medig&do da absorbancia em luz
visivel no comprimento de onda de 440 nm (Ay40), por se tratar do comprimento de
onda em que a clorofila-a apresenta seu pico de maior absorbancia (FERRARI;
TASSAN, 1999)

2.3.4 Métodos de separacdo em cultivos de cianobactérias

Os métodos comuns na separacdo de suspensdes solido-liquido, ou seja, os
mais usados na colheita de cianobactérias sdo: sedimentacdo, centrifugacao,
filtracdo, ultrafiltracdo, as vezes com uma etapa adicional de floculacdo ou uma
combinacéao de floculacao/flotacdo (GRIMA et al., 2003).

A aplicacdo de diversas metodologias na separacdo de cianobactérias
depende da espécie a ser avaliada e principalmente da utilidade dos processos a
serem aplicados. A seguir explicam-se essas metodologias e justifica-se 0 uso da

filtracdo na técnica que foi desenvolvida.

2.3.4.1 Processos Quimicos

Devido ao pequeno tamanho de cianobactérias e microalgas, a floculacédo
quimica é utilizada como pré-tratamento para aumentar o tamanho da particula
antes da utilizacdo de outros métodos de flotagcdo para separacdo do micro-

organismo.
2.3.4.1.1 Floculacao
Procedimento onde o material protéico suspenso no meio liquido forma

agregados estaveis para facilitar sua separagcdo mediante sedimentacéo,

centrifugacdo e/ou filtracdo. O processo € facilitado pela adicdo de compostos



49

quimicos (agentes floculantes) e pela adigdo de outras substancias coadjuvantes ao
processo.

Os agentes floculantes mais comumente utilizados sao: cloreto férrico e
sulfato de aluminio em concentracdes que variam dependendo da caracteristica do
efluente a ser utilizado, 10 — 150 mg L™ e 10 — 160 mg L™, respectivamente. O
hidréxido de célcio néo foi utilizado porgue provocaria precipitacdo dos componentes
do meio.

As substancias coadjuvantes ou auxiliares na coagulacdo mais comumente
utilizadas sdo os polimeros naturais como amido e uma variedade de polimeros
sintéticos. A quitosana é outra substancia que também poderia ser utilizada, bem
como outros eletrdlitos e polimeros sintéticos que coagulam (neutralizam as cargas)
e permite a floculacdo das células. (BERNHARDT; CLASEN, 1991). Ha poucos
estudos da aplicacdo desses polimeros naturais.

2.3.4.2 Processos Mecanicos

2.3.4.2.1 Centrifugacao

Processo de separacdo de misturas utilizado para acelerar a decantacdo ou
sedimentacdo, onde o corpo mais denso da mistura solido-liquido deposita-se no
fundo do recipiente devido a acao da gravidade. Este processo é rapido e pode se
aplicar a maior parte de micro-organismos fotossintetizantes, porém necessita de
investimento de operacédo elevado. (SHELEF; SUKENIK; GREEN, 1984)

2.3.4.2.2 Filtracdo

Processo no qual uma mistura de liquido e particulas contidos em uma
suspensao, sdo separados pela passagem desta através de um meio filtrante
contendo material poroso, sob o efeito de um diferencial de pressao. A separagao
ocorre por retencdo das particulas solidas neste leito. O diferencial de pressao
aumenta no decorrer da filtracdo que transcorre até o limite dimensional do

equipamento ou sistema.


http://www.infoescola.com/quimica/separacao-de-substancias-misturas/
http://www.infoescola.com/quimica/decantacao/
http://www.infoescola.com/quimica/sedimentacao/
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Geralmente é utilizado para micro-organismos filamentosos. Devido a
morfologia espiralada de A. platensis, este processo € 0 mais apropriado na
separacdo da mesma do meio a ser reaproveitado.

A filtracdo de fluxo tangencial pode ser aplicada no final da filtracdo, desde
que sejam considerados o “fouling” e troca desse tipo de filtros (UDUMAN et al.,
2010).

Adicionalmente, os filtros-prensa operados usando pressao ou vacuo podem
ser usados para coletar grandes quantidades de biomassa, mas em algumas
aplicacOes, a filtracdo ndo é muito eficiente; assim, pode-se utilizar em grande
escala para recuperar biomassa de Coelastrum proboscedeum e A. platensis, mas
ndo é eficiente com micro-organismos de menor tamanho como Scenedesmus,
Dunaliella ou Chlorella. (GRIMA et al., 2003).

2.3.4.2.3 Sedimentacao

Processo de separacédo sélido—liquido que tem como forca propulsora a acéo
da gravidade. E um processo de baixo custo e geralmente oferece concentracdes de
1,5 % de sélidos (UDUMAN et al., 2010), mas devido a flutuacdo na densidade de

células, a sua confiabilidade é pequena (SHEN et al., 2009).

2.3.4.2.4 Flotacao por ar dissolvido (FAD)

As bolhas de ar tém carga eletrostatica, e desse modo, 0s materiais organicos
suspensos no meio liquido sao atraidos pelas bolhas carregadas com carga oposta.
Entdo, as bolhas sobem até a superficie do liquido levando consigo o material
organico, formando camadas de espuma que serao retiradas posteriormente.

A flotagdo com ar dissolvido utiliza um particular modo de introduzir as bolhas
de ar no tanque de flotagdo. O aparelho dissolve ar na 4gua a ser tratada, passando-
a por uma bomba de presséao, introduzindo ar, e retendo a mistura ar-agua com
presséao alta e suficiente para saturar a agua com ar a alta pressao (pressoes tipicas
de 20 — 75 psi). Apés a saturacdo, a agua passa por uma zona de diminuicdo de
presséo, onde o ar ascende como bolhas diminutas. Esse processo de criacdo de
bolhas de ar tem duas vantagens em comparacdo com outros meétodos: produzem-

se bolhas na faixa de 40 — 70 um (bolha de 500 um € considerada pequena), que
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apresentam maior &rea superficial do que as bolhas maiores. O volume de ar
corresponde a uma é&rea superficial 10 vezes maior do que a correspondente as
bolhas de 500 um (CHEREMISINOFF, 2001). A maior vantagem da FAD é que pode
ser aplicada em grande escala.

O Quadro 02 compara os métodos mecanicos de separacdo de microalgas
(CHRISTENSON; SIMS, 2011).

Quadro 02 — Métodos mecanicos de separacao de microalgas.

Concentracdo Recuperacao

Método o Escala Vantagens LimitacOes
de solidos (%) (%)
. Elevada
Confiavel, elevada )
_ . . . energia,
Centrifugacéo 12 -22 >90 Laboratério  concentragdo de
. elevado
solidos
custo
y Troca
_ Confiavel, elevada
Filtragao o . membrana,
_ 5-27 70-90 Laboratorio concentracao de
tangencial . elevado
solidos
custo
_ _ _ Lento, ndo
Sedimentacao 05-3 10-90 Piloto Baixo custo y
confiavel
Flotag&o por ar _ Provado em Requer
. _ 3-6 50-90 Piloto
dissolvido grande escala floculantes

(Fonte: CHRISTENSON; SIMS, 2011)

2.3.4.3 Processos Elétricos

Os processos baseados na eletroforese das células de algas sao utilizados
devido a carga negativa das suas células que podem ser concentradas através de
um campo elétrico. A vantagem seria a nao utilizacdo de compostos quimicos,
porém precisa da aplicacdo de energia e eletrodos que elevam seu custo em escala
industrial (UDUMAN et al., 2010).
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2.3.4.4 Processos Bioldgicos

A auto-floculagcéo acontece no meio com pH elevado pelo consumo de CO,
dissolvido. A bio-floculacéo ocorre pela excrecdo de biopolimeros; e condicdes como

luz e temperatura podem influenciar no processo (UDUMAN et al., 2010).

2.3.4.5 Outras alternativas

Weissman e Goebel (1987) estudaram os seguintes métodos de colheita de
biomassa para sua utilizacdo como biocombustiveis: micropressao, cinturao filtrante,
flotacdo com coleta flotante e sedimentacdo. Os aparelhos usados na micropresséo
sdo de muita utilidade pela simplicidade mecanica e disponibilidade em tamanhos de
escala industrial. Mesmo assim, outros estudos concluem com a necessidade na
utilizag&o de floculantes antes do processo.

Por outro lado, Richmond (2004) sugere um critério para escolher o processo
de colheita da biomassa em funcdo da qualidade desejada do produto. Para
produtos de custo baixo, pode-se usar sedimentacédo ajudada por floculagcdo. Para
produtos de alto custo, no caso de biomassa para aplicagbes como alimento ou
aquicultura, é recomendavel utilizar centrifugas de operagdo continua para
processar grandes quantidades de biomassa. Além disso, esses aparelhos
concentram muito rapidamente qualquer tipo de micro-organismos e podem ser
facilmente limpos e esterilizados para evitar contaminacdo bacteriana e cumprir as
exigéncias para este tipo de produtos.

Finalmente, considerando todos esses fundamentos teoricos, neste trabalho
foram desenvolvidas e avaliadas algumas associacdes de processos de tratamento
para cultivos de A. platensis em batelada ou batelada alimentada: floculagdo com
sais férricos e adsor¢cdo com CAP em processo simultaneo e floculagdo com cloreto
férrico seguida de adsorcdo em coluna de CAG; ambas as associacfes seguidas por
filtracdo do material remanescente. Inclusive foi avaliado o acoplamento de

tratamento de CAG em coluna ao processo continuo de cultivo de A. platensis.
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3 OBJETIVOS

Este trabalho teve como principal objetivo verificar o reaproveitamento do
meio proveniente de cultivo de Arthrospira platensis em fotobiorreator tubular, com
uso de ureia como fonte de nitrogénio, aplicando técnicas fisico-quimicas para

remoc¢ao de matéria organica do meio utilizado.

Como obijetivos especificos podem ser listados:

o Desenvolvimento e aplicacdo de metodologias de reaproveitamento de meio de

cultivo utilizando processos fisico-quimicos de floculacao e adsorcao.

o Avaliacdo da influéncia das concentracdes de carvao ativado em pé (CAP), de
agente coagulante (cloreto férrico ou sulfato férrico) e do tempo de contato na
remocado de material organico de meio exaurido de A. platensis, bem como
otimizacao de ditas condicbes de tratamento para o reuso do meio tratado em

novos cultivos celulares.

o Avaliacdo da influéncia da quantidade de carvao ativado granular (CAG), de
cloreto férrico como agente coagulante e dos tempos de residéncia na remocéao
de material organico de meio exaurido de A. platensis, bem como otimizacéo
de ditas condi¢cbes de tratamento para 0 reuso do meio tratado em novos

cultivos celulares.

o Avaliacdo do crescimento de A. platensis nas condi¢cdes otimizadas de
remocdo de material organico correspondente a cada planejamento
experimental, utilizando como variaveis dependentes a concentragdo celular
maxima, a produtividade em células, bem como a composi¢cdo da biomassa,

em cultivos em frascos Erlenmeyer e FBR tubulares.

o Avaliacédo do cultivo continuo de A. platensis em fotobiorreator tubular com uso
de meio exaurido tratado simultaneamente em coluna com carvao ativado
granulado (CAG).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Micro-organismo

O micro-organismo utilizado para a realizacdo dos cultivos foi Spirulina
(Arthrospira) platensis UTEX 1926, proveniente da UTEX (The Culture Collection of
Algae of the University of Texas at Austin — US).

Esta cianobactéria foi mantida em meio de cultivo liquido padréao
(SCHLOSSER, 1982), em temperatura ambiente (30 + 1 °C) e sem agitacdo, sob

intensidade luminosa continua de 7,0 + 0,3 pmol fétons m? s™.
4.2 Meios de cultivo

Foram utilizados dois tipos de meio de cultivo: um meio padréo (Quadro 03),
contendo nitrato de soédio como fonte de nitrogénio (SCHLOSSER, 1982) com
salinidade total de 20,57 g L™, e este mesmo meio, porém preparado com 3,1 mmol
L™ ureia em substituicdo ao nitrato de sédio, denominado meio modificado.

O meio de cultivo padrao foi utilizado para a manutengdo do micro-organismo
e preparo do inoculo, enquanto que o meio de cultivo modificado foi utilizado para a
realizacdo de todos os cultivos com vista a obtencdo de meio a ser tratado. A fonte
de nitrogénio foi adicionada posteriormente conforme o plano de alimentacdo. O
valor de pH inicial de ambos os meios de cultura foi 9,5 + 0,2.

Nos cultivos em batelada, o meio obtido ap6s os diferentes tratamentos
descritos a seguir, denominou-se meio tratado.

Nos cultivos continuos, o meio de cultivo modificado, porém, constituido de
diferentes propor¢cdes de bicarbonato e carbonato de sédio, de modo a se atingir
valores de pH de 9,0 + 0,1, sempre mantendo a quantidade total de carbono do meio
padrédo, foi denominado como meio fresco. O meio tratado foi o meio exaurido da
coluna de CAG apés tratamento continuo. Por fim, denominou-se meio misto, a
mistura de diferentes propor¢des de meio fresco e meio tratado, com valores de pH

de 9,0 = 0,1 corrigidos com CO;, proveniente de cilindro.
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Quadro 03 — Composicdo do meio de cultivo de Schlésser (SCHLOSSER, 1982).

Reagente quimico Concentracédo do sal (g L™
NaHCO; 13,61¢gL*
Na,CO3 4,03gL™?
Ko,HPO, 0,50gL*
NaNO; 2509 L™

K,SO4 1,00gL*

NaCl 1,00g L™
MgS0,.7H,0 0,20g L™
CaCl,.2H,0 0,04gL*
Vitamina B, 1mLL?
Solugdo PIV—metal * 6mLL*
Solucdo CHU ** 1mLL?

*Solugcdo de metais-PIV (mg L'l): Na,EDTA, 750; FeCls.6H,0, 97;
MnCl,.4H,0, 41; ZnCl,, 5; CoCl,.6H,O, 2; Na;Mo00,.2H,0, 4.
**Solucdo de micronutrientes-CHU (mg L™): Na,EDTA, 50; H3BOs,
618; CuSO0,.5H,0, 19,6; ZnS0,47H,0, 44; CoCl,.6H,O, 20;
MnCl,.4H,0, 12,6; Na;,M00,4.2H,0, 12,6.

4.3 In6culo

Uma parte da cultura de A. platensis mantida no laboratério foi transferida,
sob condicbes asseépticas, para um tubo de ensaio contendo 10 mL de meio de
cultivo liquido padrdo (SCHLOSSER, 1982). Ap6s quinze dias, a suspensao celular
(fracéo celular e meio de cultivo) foi transferida para frascos Erlenmeyer de 500 mL,
contendo 200 mL do mesmo meio de cultivo previamente citado. Estes frascos foram
mantidos em agitador rotativo com frequéncia de agitacdo de 100 rpm, temperatura
de 30 £ 1 °C (VONSHAK, 1997) e intensidade luminosa de 6 klux (72 pmol fétons m
2 51y (CARVALHO et al., 2004) por cerca de seis a oito dias, de modo a se obter
células em crescimento exponencial (PELIZER et al., 2003).

A suspensdao celular de A. platensis foi filtrada, lavada com solucgéo fisiologica
para retirada do nitrato de sodio, e ressuspensa em meio de cultivo padrédo sem

fonte de nitrogénio. Esta suspensédo serviu de indculo para todos os cultivos deste
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trabalho. A concentragéo celular inicial de cada cultivo em FBR tubular foi de 400 mg
L™ (SOLETTO et al., 2008) e em frascos Erlenmeyer foi de 50 mg L™ (PELIZER et
al., 2003).

4.4 Experimentos realizados
4.4.1 Obtencao de meio de cultivo
4.4.1.1 Meio obtido a partir do processo em batelada alimentada

Foi obtido o meio de cultivo segundo as condic8es indicadas por Morocho-
Jacome et al. (2012), em que se utiliza ureia como fonte de nitrogénio (1,16 mmol L™
d™) no cultivo de batelada alimentada em FBR tubular. Os FBR tubulares utilizados
foram do tipo air-lift, desenvolvidos no Laboratério de Tecnologia de Fermentacdes
do Departamento de Tecnologia Bioquimico-Farmacéutica da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo. Cada FBR € constituido de tubos
transparentes de diametro interno de 1,0 cm. O volume total do sistema foi de 3,5 L
e o volume iluminado correspondeu a 2,0 L, com fluxo da cultura de 40 + 1 L h™. A

intensidade luminosa foi fixada em 120 pmol fétons m? s™

usando lampadas
fluorescentes super luz do dia, com intensidade medida usando medidor de
intensidade luminosa LICOR LI-250A (Lincoln, NE). A temperatura foi mantida em 32

+ 1 °C (MOROCHO-JACOME et al., 2012).

4.4.1.2 Meio obtido a partir do processo continuo

O meio de cultivo fresco (Item 4.2), com uso de ureia como fonte de
nitrogénio, foi utilizado para avaliar os efeitos de diferentes proporcbes de meio
tratado no cultivo continuo de A. platensis.

O cultivo continuo em FBR tubular foi precedido por um processo em
batelada alimentada durante 7 dias, com adicdo intermitente de 1,16 mmol L™ d™
ureia (MOROCHO-JACOME et al., 2012). No quinto dia, os experimentos foram
conduzidos com processo continuo, adicionando meio fresco, isento de NaNO3, com
3,1 mmol L™ ureia, com vazdo especifica de alimentacdo (D) de 0,6 d* para
maximizar a produtividade celular, Px (MATSUDO et al.,, 2011). A intensidade
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luminosa foi fixada em 120 pmol fétons m? s usando lampadas fluorescentes super
luz do dia medida com medidor de intensidade luminosa LICOR LI-250A (Lincoln,
NE). A temperatura do meio de cultivo foi mantida em 29 + 1 °C mantendo a
temperatura da sala em 26 £ 1 °C (MATSUDO et al., 2011).

Durante o processo continuo, uma bomba peristéltica foi usada na
alimentagéo de meio modificado com 3,1 mmol L™ ureia ou meio misto, com ou sem
adicdo de ureia. Outro canal da mesma bomba peristaltica foi usado na remocéo
simultanea da suspensdo celular de A. platensis para ser filtrada
concomitantemente. O volume de meio foi mantido constante ao longo dos

experimentos.
4.4.2 Tratamentos de meio

As fracBes liquidas dos meios de cultivo provenientes de cultivos prévios por
processo de batelada alimentada e com ureia como fonte de nitrogénio (item
4.4.1.1), separadas das fracdes celulares por filtracdo, foram denominadas meios
exauridos e foram tratadas de acordo com o estabelecido nos itens 4.4.2.1.1 a
4.4.2.1.3. Apbs sofrer esses tratamentos, foi incorporado 2,5 g L™ de NaNO; aos
meios tratados, e esses meios foram reutilizados em novos cultivos descontinuos
em frascos Erlenmeyer (item 4.4.2.3.1) visando verificar o crescimento celular nos
meios tratados, de modo que se pudesse obter as condi¢bes de tratamento do meio
gue maximizasse o crescimento celular quando o meio for reusado. No caso dos
cultivos continuos, o meio exaurido do FBR tubular passou continuamente por dois
processos de filtracdo subsequentes, com membranas filtrantes de poliéster de
diametros de 40 um e 20 um, seguidos de passagem por coluna de CAG, sendo
recolhido e misturado com meio fresco nas proporcdes estabelecidas no item

4.4.2.1.4. Maiores detalhamentos séo apresentados nos itens subsequentes.
4.4.2.1 Ensaios e condi¢cdes de experimentacéo

Os planejamentos utilizados foram de tipo fatorial completo 23, rotacional, com
cinco repeticdes do ponto central para verificar a reprodutibilidade dos resultados
(Quadros 04 - 06). Os valores codificados do planejamento fatorial foram

proporcionais aos valores reais das trés variaveis independentes.
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4.4.2.1.1 Tratamento com cloreto férrico e carvao ativado em pé

Os experimentos apresentados no Quadro 04, que visaram a otimizacdo do
tratamento do meio proveniente de cultivo descontinuo alimentado (item 4.4.1.1),
séo detalhados no item 4.4.2.2.1.1.

Quadro 04 — Planejamento experimental fatorial de tratamento com carvao ativado

em po (CAP) e cloreto férrico (F).

Valores codificados Valores reais
Experimento @ %" e CAP—l F ) -|-
(mg L") (mg L") (min)
Parte A: Planejamento experimental inicial
CAPF, -1 -1 -1 30,0 6,0 20,0
CAPF, 1 -1 -1 50,0 6,0 20,0
CAPF; -1 1 -1 30,0 14,0 20,0
CAPF, 1 1 -1 50,0 14,0 20,0
CAPFs -1 -1 1 30,0 6,0 40,0
CAPF¢ 1 -1 1 50,0 6,0 40,0
CAPF, -1 1 1 30,0 14,0 40,0
CAPFg 1 1 1 50,0 14,0 40,0
CAPFy -1,687 0 0 23,1 10,0 30,0
CAPF 1,687 0 0 56,9 10,0 30,0
CAPFy, 0 -1,687 0 40,0 3,3 30,0
CAPF, 0 1,687 0 40,0 16,7 30,0
CAPF3 0 0 -1,687 40,0 10,0 13,1
CAPFy4 0 0 1,687 40,0 10,0 46,9
CAPF s 0 0 0 40,0 10,0 30,0
CAPF5 0 0 0 40,0 10,0 30,0
CAPF; 0 0 0 40,0 10,0 30,0
CAPF 3 0 0 0 40,0 10,0 30,0
CAPF 0 0 0 40,0 10,0 30,0
Parte B: Confirmacéo da Otimizacao
CAPF - -1,556 2,582 0,037 24,4 20,3 30,4
CAPFy,
Parte C: Experimentos adicionais
CAPF ;- - - - - - -
CAPF "
CAPF - - - - - - -
CAPF,¢°

# Valores codificados de quantidade de carv&o ativado em p6 (CAP),

® valores codificados de quantidade de cloreto férrico (F),

¢ Valores codificados de tempo de contato (T),

? Teste em meio padrdo (2,5 g Lt NaNO3)

® Teste em meio exaurido, sem tratamento, com adicéo de 2,5 ¢ L™ NaNOs.
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4.4.2.1.2 Tratamento com sulfato férrico e carvao ativado em p6

Os experimentos apresentados no Quadro 05, que visaram a otimizacao do
tratamento do meio proveniente de cultivo descontinuo alimentado (item 4.4.1.1),
sao detalhados no item 4.4.2.2.1.1.

Quadro 05 — Planejamento experimental fatorial de tratamento com carvao ativado

em po (CAP) e sulfato férrico (S).

Valores codificados Valores reais
Experimento 2 %" " CAP—l S ) -|-
(mgL”) (mglL™) (min)
Parte A: Planejamento experimental inicial
CAPS, -1 -1 -1 30,0 15,0 20,0
CAPS, 1 -1 -1 50,0 15,0 20,0
CAPS; -1 1 -1 30,0 35,0 20,0
CAPS, 1 1 -1 50,0 35,0 20,0
CAPSs -1 -1 1 30,0 15,0 40,0
CAPS; 1 -1 1 50,0 15,0 40,0
CAPS; -1 1 1 30,0 35,0 40,0
CAPSg 1 1 1 50,0 35,0 40,0
CAPS, -1,687 0 0 23,1 25,0 30,0
CAPS, 1,687 0 0 56,9 25,0 30,0
CAPS;; 0 -1,687 0 40,0 8,1 30,0
CAPS,, 0 1,687 0 40,0 41,9 30,0
CAPS;3 0 0 -1,687 40,0 25,0 13,1
CAPSy, 0 0 1,687 40,0 25,0 46,9
CAPSs5 0 0 0 40,0 25,0 30,0
CAPS;6 0 0 0 40,0 25,0 30,0
CAPS; 0 0 0 40,0 25,0 30,0
CAPS; 0 0 0 40,0 25,0 30,0
CAPSy 0 0 0 40,0 25,0 30,0
Parte B: Confirmacéo da Otimizacéo
CAPS,o- 0 0,775 0,614 40,0 32,8 36,1
CAPS,,
Parte C: Experimentos adicionais
CAPS ;- - - - - - -
CAPS,3"
CAPS - - - - - - -
CAPS,¢°

# Valores codificados de quantidade de carvéo ativado em p6 (CAP),

® valores codificados de guantidade de sulfato férrico (F),

¢ Valores codificados de tempo de contato (T),

 Teste em meio padrdo (2,5 g Lt NaNOs3),

® Teste em meio exaurido, sem tratamento, com adicéo de 2,5 ¢ L™ NaNOs.
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Os experimentos apresentados no Quadro 06, que visaram a otimizacdo do

tratamento do meio proveniente de cultivo descontinuo alimentado (item 4.4.1.1),
séo detalhados no item 4.4.2.2.1.2.

Quadro 06 — Planejamento experimental fatorial de tratamento com carvao ativado

granulado (CAG) e cloreto férrico (F).

Experimento

Valores codificados

Valores reais

oo S g1y (min)
Parte A: Planejamento experimental inicial
CAGF; -1 -1 -1 70,0 6,0 20,0
CAGF, 1 -1 -1 130,0 6,0 20,0
CAGF; -1 1 -1 70,0 14,0 20,0
CAGF, 1 1 -1 130,0 14,0 20,0
CAGFs -1 -1 1 70,0 6,0 40,0
CAGFg 1 -1 1 130,0 6,0 40,0
CAGF, -1 1 1 70,0 14,0 40,0
CAGFg 1 1 1 130,0 14,0 40,0
CAGFq -1,687 0 0 49,4 10,0 30,0
CAGF, 1,687 0 0 150,6 10,0 30,0
CAGF; 0 -1,687 0 100,0 3,3 30,0
CAGF, 0 1,687 0 100,0 16,7 30,0
CAGF3 0 0 -1,687 100,0 10,0 13,1
CAGF, 0 0 1,687 100,0 10,0 46,9
CAGFs 0 0 0 100,0 10,0 30,0
CAGF 0 0 0 100,0 10,0 30,0
CAGF; 0 0 0 100,0 10,0 30,0
CAGF s 0 0 0 100,0 10,0 30,0
CAGF 0 0 0 100,0 10,0 30,0
Parte B: Expansdo do planejamento inicial
CAGF, 0 0 3 50,0 10,0 60,0
CAGFy; 0 0 5 50,0 10,0 80,0
Parte C: Confirmacé&o da Otimizacao
CAGFz- 0280 0 0079 1084 100 308

CAGFy4



61

Continuacdo Quadro 06

Parte D: Experimentos adicionais

CAGF,s - - - - - - -
CAGF ;"
CAGFg - - - - - - -
CAGF3,°

# Valores codificados de quantidade de carvéo ativado granulado (CAG),

® valores codificados de quantidade de cloreto férrico (F),

¢ Valores codificados de tempo de residéncia (T),

 Teste em meio padrao (2,5 g Lt NaNO3),

® Teste em meio exaurido, sem tratamento, com adic&o de 2,5 ¢ L NaNOs.

4.4.2.1.4 Tratamento continuo com carvao ativado granulado

Os experimentos apresentados no Quadro 07, que visaram a otimizacdo do
tratamento do meio proveniente de cultivo continuo (item 4.4.1.2), sdo detalhados no
item 4.4.2.2.2 Como mencionado no item 4.4.1.2, todo experimento foi precedido de
um cultivo de batelada alimentada, seguido por processo continuo com uso
exclusivo de meio fresco com ureia como fonte de nitrogénio e D = 0,6 h™ até
obtencdo de regime permanente, de modo que, para todos os experimentos, a
condigao inicial (condigdo “a”) foi igual (C1a = C2a = C3a = Casa). ApOs esta condicéo,
iniciou-se o reuso do meio tratado (item 4.4.2.2.2), com sua mistura ao meio fresco
em diferentes proporg¢des, com ou sem adi¢éo de ureia no meio tratado, denominado

meio misto.

4.4.2.2 Descrigdo dos tratamentos

4.4.2.2.1 Meio proveniente do processo em batelada alimentada

4.4.2.2.1.1 Cloreto ou sulfato férrico e carvao ativado em po

As condigbes mencionadas nos Quadros 04 e 05 foram aplicadas as
amostras de meio de cultivo obtido apds de cultivo de A. platensis em FBR tubular. A
colheita da biomassa foi feita com filtracdo utilizando membrana de poliéster de 20
MM e, posteriormente, 2 L de meio exaurido foram utlizados em cada um dos

tratamentos.
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Quadro 07 — Experimentos de tratamento continuo com carvao ativado granulado
(CAG) em FBR tubulares.

_ _ Meio tratado Meio fresco Ureia no meio
Experimento Condicdes 1
(%) (%) tratado (mmol L™)
EC: Cia - 100% -
Cip 25 75% 0,0
Cic 25 752 3,1
EC, Caa - 1002 -
Cab 50 50° 0,0
Coc 50 50° 3,1
ECs Csa - 100 -
Cap 75 252 0,0
Cac 75 252 3,1
EC, Caa - 100 -
Cap 90 10° 0,0
Cac 90 10° 3,1

aConcentracéo de ureia = 3,1 mmol L™

As quantidades de carvao ativado em p6 (CAP) e cloreto férrico (F) (Quadro
04) ou sulfato férrico (Quadro 05) foram adicionadas no volume de meio exaurido a
ser tratado e foram agitadas usando agitador magnético com velocidade de agitacéo
de 100 rpm, segundo tempo (T) do planejamento experimental listado nas mesmas
(Parte A). Apés otimizacdo das condi¢cdes experimentais, trés experimentos de
confirmacédo listados na parte B dos Quadros 04 e 05 (ECAPF,-ECAPF,; e
ECAPS,-ECAPS,,, respectivamente) foram realizados para confirmagcdo da
validade do modelo matematico que descreve o0 processo. Foram realizados
experimentos adicionais, com o intuito de comparacdo com os dados experimentais
obtidos em condicbes Otimas dos meios tratados. Os experimentos adicionais
descritos na parte C dos Quadros 04 e 05 incluem os experimentos CAPF,3-CAPF,5
e CAPS,3-CAPS,s, respectivamente, utilizando meio de cultivo padrdo, bem como os
experimentos CAPF-CAPF,s € CAPS,-CAPS,g, reutilizando meio exaurido sem
tratamento prévio, porém, com adicdo de NaNO3 na concentracdo do meio de cultivo
padrdo (2,5 g L™).
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4.4.2.2.1.2 Cloreto férrico e carvao ativado granulado

As condicbes mencionadas no Quadro 06 foram aplicadas as amostras de
meio de cultivo obtido apds de cultivo de A. platensis em FBR tubular utilizando ureia
como fonte de nitrogénio. A colheita da biomassa foi feita com filtragdo utilizando
membrana de poliéster de 20 um e, posteriormente, 2 L de meio exaurido foram
utiizados em cada tratamento. As quantidades de cloreto férrico (F) foram
adicionadas no volume de meio a ser tratado e foram agitadas usando agitador
magnético com velocidade de agitacdo de 100 rpm durante 10 min. Posteriormente,
dito meio foi colocado numa coluna de vidro de 32 mm de diametro interno
preenchida com diferentes quantidades de carvdo ativado granulado (CAG) e
durante tempo de residéncia (T) segundo planejamento experimental listado no
Quadro 06, parte A (CAGF;1-CAGF;9). Neste caso, foi necesséaria a expansao de
planejamento experimental, acrescentando-se os dois experimentos da parte B do
Quadro 06 (CAGF, e CAGF;;) para adequar as condi¢cdes de tratamento com vistas
a otimizacao do crescimento celular no meio tratado. Adicionalmente, como no sub-
item anterior, foram feitos experimentos de confirmacdo das condi¢cdes do ponto
otimo de tratamento (Parte C, CAGF,,-CAGF,,) determinadas pela regressao
multivariavel, bem como experimentos adicionais (Parte D) com meio padrao
(CAGF,5-CAGF,7) e com meio exaurido nao tratado (CAGF2g-CAGF3p).

4.4.2.2.2 Meio proveniente de processo continuo

Como comentado anteriormente, foram avaliadas diferentes condicdes de
adicdo de meio: a primeira condicdo de estado estacionario (C,), com meio fresco
com 3,1 mmol L™ ureia; a segunda e terceira, utilizaram meio misto, sem (Cy) € com
(C.) adicdo de 3,1 mmol L' ureia, respectivamente. A condicdo de estado
estacionario foi considerada quando a concentracdo celular foi mantida constante
pelo menos por dois tempos de residéncia. ApoOs ter sido atingido o estado
estacionario em cada condicdo avaliada, a nova condicdo de adicdo de meio foi
aplicada.

Durante a primeira condigcdo de estado estacionario e durante o processo
continuo com meio misto, a suspensao celular foi continuamente filtrada utilizando

uma sequencia de duas membranas de 40 um e 20 um para colheita da A. platensis
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e a biomassa foi removida de tempos em tempos. A fracdo liquida resultante,
denominada meio exaurido, foi tratada utilizando uma coluna de 32 mm de diametro
interno preenchida com 100 g de CAG, sendo o tempo de residéncia de 2 h. Uma
guantidade de meio tratado foi estocada e as proporcdes apropriadas de meio
tratado foram misturadas com meio fresco produzindo o meio misto, sem (Cp) e com
(C.) adicdo de ureia (Quadro 07), que foi utilizado para alimentar o processo

continuo de cultivo. O diagrama do processo esta apresentado na Figura 04.

FBR
/ Tubular \
Meio Suspensao
: celular
misto A. platensis
Meio __/'
fresco
Meio Biomassa
Filtragdo |— de
tratado A. platensis
Colunade Meio
CAG exaurido
Af—

Figura 04 — Diagrama esquematico de cultivo continuo de A. platensis com meio

tratado.

4.4.2.3 Cultivo de A. platensis em meios tratados

4.4.2.3.1 Cultivo em meio proveniente do processo em batelada alimentada

4.4.2.3.1.1 Cultivo em frascos Erlenmeyer

Depois dos tratamentos listados, tendo em vista a exaustdo de nitrogénio no

meio, adicionou-se uma quantidade fixa de 2,5 g L™ de NaNOj3 para repor a fonte de
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nitrogénio do meio de cultivo. O valor de pH foi restabelecido em 9,5 £+ 0,1 através
da adicdo de CO;, proveniente de cilindro. A. platensis foi inoculada em frascos
Erlenmeyer de 0,5 L sendo o volume de cultivo de 0,2 L de meio tratado em
concentracéo celular de 50 mg L™. O valor de pH foi mantido em 9,5 + 0,5, com uso
de CO; proveniente de cilindro. Os cultivos foram incubados em agitador rotativo a
100 rpm. A intensidade luminosa foi mantida em 120 pmol fétons m? s usando
lampadas fluorescentes super luz do dia e medidor de intensidade luminosa LICOR
LI-250A (Lincoln, NE). A temperatura foi mantida em 30 £ 1 °C.

Durante os cultivos foram acompanhados os diversos parametros avaliados
neste trabalho, conforme as técnicas analiticas a serem descritas no item 4.4.3. Ao
final do cultivo, caracterizado pela estabilizacdo do crescimento celular, a suspenséo
de A. platensis foi filtrada, lavada trés vezes com agua destilada, necessaria para a
retirada do sal adsorvido as células. Apds a secagem com ventilagédo a 55 °C por 12
horas (PELIZER et al., 2003), a massa de cianobactérias foi triturada, e seguiu para

as analises finais.

4.4.2.3.1.2 Cultivo em fotobiorreatores tubulares

ApOs a otimizacdo dos tratamentos em frascos Erlenmeyer de 0,5 L
mencionados no item anterior, 0s meios tratados nas condi¢cdes de otimizacdo dos
trés tratamentos do meio proveniente de cultivo descontinuo alimentado utilizando:
a) carvao ativado em p6 (CAP) com cloreto férrico (F); b) carvdo ativado em po
(CAP) com sulfato férrico (S) e c) carvdo ativado granulado (CAG) com cloreto
férrico (F), descritos na parte B dos Quadros 04, 05 e na parte C do Quadro 06,
respectivamente, foram utilizados em cultivos em FBR tubulares descritos no item
4.4.1.1. Adicionou-se uma quantidade fixa de 2,5 g L™* de NaNO; para repor a fonte
de nitrogénio no meio de cultivo tratado. O valor de pH foi restabelecido em 9,5 + 0,1
atraves da adicao de CO; proveniente de cilindro. A. platensis foi inoculada em FBR
tubulares contendo 3,5 L meio tratado em concentracdo de 400 mg L*. A

intensidade luminosa foi mantida em 120 pmol fétons m? s*

usando lampadas
fluorescentes super luz do dia e medidor de intensidade luminosa LICOR LI-250A
(Lincoln, NE). A temperatura foi mantida em 32 £ 1 °C. Ao longo do cultivo o valor de

pH foi mantido em 9,5 + 0,5, com uso de CO, proveniente de cilindro.
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Durante os cultivos foram acompanhados os diversos parametros avaliados
neste trabalho, conforme as técnicas analiticas a serem descritas no item 4.4.3. Ao
final do cultivo, caracterizado pela estabilizacdo do crescimento celular, a suspenséo
de A. platensis foi filtrada e lavada trés vezes com agua destilada para a retirada do
sal adsorvido as células. Apos a secagem com ventilacdo a 55 °C por 12 horas
(PELIZER et al., 2003), a massa de cianobactérias foi triturada, e seguiu para as

analises finais.

4.4.2.3.2 Cultivo em meio proveniente do processo continuo

A Figura 04 mostra que o0 meio tratado em processo continuo foi
reaproveitado como indicado no item 4.4.1.2. Na Figura 05 apresentam-se os FBR

tubulares utilizados nesses processos continuos descritos no item anterior.

ids
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Figura 05 — Fotobiorreatores tubulares utilizados nos experimentos continuos.

4.4.3 Técnicas analiticas

4.4.3.1 Remocéo de absorbancia nos meios tratados

As avaliagbes das remocgdes de matéria organica e de pigmentos dos meios

que sofreram os tratamentos fisico-quimicos para seus reusos foi realizada medindo

absorbéancia das amostras em espectrofotometro (FEMTO 700 PLUS), em
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comprimentos de onda de 254 nm (KABSCH-KORBUTOWICZ, 2005) e 440 nm
(FERRARI; TASSAN, 1999), correspondentes a Azs4 € Asso, respectivamente.

4.4.3.2 Acompanhamento do cultivo

4.4.3.2.1 Concentracao celular

A concentracdo celular foi determinada por turbidimetria, conforme descrito
por Leduy e Therien (1977). Foram utilizadas amostras de 5 mL de meio contendo
células retiradas apdés a homogeneizacdo dos tanques. Essas amostras, diluidas
guando necessario, foram analisadas em espectrofotobmetro (FEMTO 700 PLuS), em
comprimento de onda de 560 nm. Os valores foram expressos em massa seca de

biomassa por volume de suspenséao celular utilizando curva de calibracao.

4.4.3.2.2 Concentracdo de amoénia total

A concentragcdo de amonia total foi determinada por potenciometria, conforme
descrito por Carvalho et al. (2004), através de potenciémetro (ORION 710A) e de
eletrodo seletivo para amoénia (ORION 95-12). O volume de amostra utilizado foi de
10 mL de meio isento de células.

Foi necesséria a alcalinizacdo prévia das amostras, e para tal foi utilizada
solucdo de NaOH 1,5 N, em quantidade suficiente para o aumento do valor do pH
das amostras para cerca de 13,0. Em tal valor de potencial hidrogeniénico, a forma
amoniacal se apresenta totalmente como amdnia, conforme o equilibrio quimico:
NH," + OH < NHs+ H,0. A conversao de ions amdnio em amdnia é essencial, uma

vez que a membrana do eletrodo é permeéavel apenas a esta ultima.

4.4.3.2.3 Concentracao de nitrato

A concentragdo de nitrato foi determinada conforme a metodologia descrita
por trabalho anterior (RODRIGUES et al., 2010), que por sua vez foi baseado em
Vogel (2002), metodologia esta que inclui passagens de reducdo, destilacdo e

titulagdo. Foram utilizados 10 mL de meio isento de células para a analise.
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Os ions nitrato presentes na amostra foram reduzidos a amobnia pela
presenca dos metais da liga de Devarda (50 % cobre, 45 % aluminio e 5 % zinco)
em meio alcalino forte (solucdo de NaOH 0,50 N). A seguinte equacdo quimica
ilustra essa reducédo: 3 NO3z + 8 Al + 5 OH™ + 2 H,O <« 8 AlO, + 3 NH3. A destilacao
permite a captura da amonia formada em solugao padronizada de HCI 0,20 N, e a
quantificacdo da amonia € feita através da titulagdo do excesso de &cido com
solucéo padronizada de NaOH 0,20 N, na presenca de indicador vermelho de metila.
A conversdo de volume de acido titulado (mililitros) em massa de ions nitrato
(gramas) foi baseada na informacdo de que 1 mL de acido cloridrico 1,00 N
corresponde a 0,06201 g de ions nitrato (VOGEL, 2002).

4.4.3.2.4 Concentracao de carbonato total

A concentracdo de carbonato foi determinada por titulometria, conforme
descrito por Pierce e Haenisch (1948). Foram utilizados 10 mL de meio isento de
células para a andlise. As amostras foi adicionado NaOH 1,5 N, pois na presenca de
base ocorre a conversao dos ions hidrogenocarbonato em ions carbonato (Equacéo
01). A solucéo foi titulada com HCI 0,50 N na presenca de indicador fenolftaleina; em
meio &cido, a conversdo é inversa: 0s ions carbonato sdo convertidos em ions
hidrogenocarbonato (Equacdo 02). Uma segunda titulacdo foi realizada entao,
utilizando a mesma solucéo &cida, porém na presenca de indicador alaranjado de
metila; em meio acido em excesso, os ions hidrogenocarbonato formados acabam
por ser convertidos em acido carbdnico, por reacdo de deslocamento de equilibrio

(Equacéo 03).

NaOH + NaHCOs3 - Na2COs3 + H20 (Equacéo 01),
Na2COs + HCI - NaHCO3 + NaCl (Equacéo 02),
NaHCOsz + HCI - H2COs + NaCl (Equacéo 03).

O calculo da concentracéo de ions carbonato € baseado na diferenca entre 0s
volumes medidos nas duas titulagdes, considerando os valores de normalidade tanto

do acido quanto do sal.
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4.4.3.2.5 Determinacao do pH

Os valores de pH foram acompanhados através de potencidmetro (METTLER
ToLEDO 2100€E). O eletrodo (METTLER TOLEDO) utilizado nas medicdes foi calibrado
conforme as instru¢cdes do fabricante, em relagcdo a exatiddo e precisdo, sempre
anteriormente a uma leitura individual ou a uma série de leituras consecutivas. As
leituras de pH foram realizadas através da imersao direta dos eletrodos nos tanques
de cultivo.

O valor de pH foi fixado em 9,5 + 0,5, de acordo com trabalho de SANCHEZ-
LUNA et al. (2007), valor este mantido pela adicdo diaria de CO, proveniente de

cilindro.

4.4.3.3 Avaliacao da biomassa

Ao final do cultivo, a suspensao celular de A. platensis foi filtrada e
posteriormente, utilizaram-se trés lavagens sucessivas com 500 mL de &gua
destilada para retirada dos sais adsorvidos as células, e, apdés secagem em estufa
com ar circulante a 55 °C por 12 horas (PELIZER et al., 2003), foi avaliado o teor de

lipideos e proteinas da biomassa.

4.4.3.3.1 Teor de proteinas

O conteudo protéico total na biomassa seca (PTN) foi determinado pelo
classico método de micro-Kjeldahl, adotando-se o fator de 6,25 para a conversao a
partir dos teores de nitrogénio total (AOAC, 1984). As amostras desengorduradas,
provenientes da etapa da determinacao de lipideos, foram trituradas novamente e
submetidas a aquecimento intenso, na presenca de H2SOas concentrado e de
catalisador. Tal procedimento promove a destruicdo da matéria organica e formacgéo
de nitrogénio inorganico, na forma de (NH4)2SO4. A alcalinizacdo deste residuo,
durante uma etapa de destilacdo do nitrogénio, promove a conversao do sal em
amonia, recolhida em solucéo saturada de HBOs. A titulagéo desta solugdo com HCI
0,020 N padrdo permite a determinagdo da concentracdo de nitrogénio na amostra

utilizada.
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4.4.3.3.2 Teor de lipideos

O teor lipidico total na biomassa seca foi determinado de acordo com Olguin
et al. (2001). Amostras trituradas foram submetidas a extracao da fracéo lipidica por
solvente organico (cloroférmio 2: metanol 1), em extrator continuo de Soxhlet. Os
residuos lipidicos, juntamente aos solventes, foram entdo submetidos a tratamento
em sistema evaporador rotativo a vacuo, para eliminacéo destes ultimos. Os valores
em massa de lipideos foram calculados com base na diferenca de massa do balédo

de fundo redondo utilizado, antes e depois do procedimento.

4.4.3.3.3 Teor de clorofila-a

A anadlise de clorofila-a foi realizada por espectrofotometria, conforme a
metodologia descrita por Vonshak (1997), na amostra correspondente a maxima
concentracdo celular obtida. O volume de amostra utilizado para analise foi de 5 mL
de meio contendo células. As células foram extraidas das amostras liquidas através
de filtracdo a vacuo, e submetidas a processo de extracdo do pigmento com
metanol, a 70 °C, e filtracdo com membranas de politetrafluoretileno com porosidade
de 1,0 um (MILLIPORE). DiluicBes alcodlicas das solucbes resultantes foram
preparadas e submetidas a leitura de absorbancia em espectrofotémetro (FEMTO
700 PLuS), em comprimento de onda de 665 nm.

Para obtencdo dos resultados foi construida uma curva de calibracdo que
correlaciona os valores de absorbancia com um determinado valor de concentracéo

de clorofila-a, em miligramas por litro de suspenséo celular.
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5 ANALISE DOS RESULTADOS

Os valores de absorbancia (Axss € Aus) foram utilizados no calculo da
remocao de absorbancia (RA2ss € RA440, respectivamente). Com os valores obtidos
de concentragao celular maxima nos cultivos (Xn,), foram calculados os parametros
produtividade em células (Px), conteudo de clorofila-a da biomassa (Chl), bem como
0S outros parametros dependentes destas variaveis. Os resultados experimentais
foram avaliados por regressdo multivaridvel ou analise de variancia, conforme o

planejamento experimental adotado.
5.1 Calculo de parametros
51.1 Remogéo da Aosa (RA254) e Auso (RA440)

A remocdo foi calculada utilizando a equacéo geral:

RA = [MJ *100 (Equacao 04)
Agr

Sendo Agt = Absorbéncia do meio antes do tratamento e Aar = Absorbancia do meio
apos do tratamento. Nos processos continuos, os valores de Agr € Aar
correspondem aos Vvalores de absorbancia dos meios exaurido e tratado,
respectivamente (Figura 04).

A leitura da Absorbancia da amostra de luz ultravioleta (254 nm) (KABSCH-
KORBUTOWICZ, 2005) permite uma avaliagdo indireta da remoc¢do de carbono
organico total das amostras a serem reaproveitadas. Andrade Jr. (2004), explica que
a determinacéo da absorbéancia A,s4 tem por base a capacidade da matéria organica
de absorver luz UV nesse comprimento de onda e que esta determinacdo é
adequada para monitorar mudancas na concentracdo de MO em aguas.

A leitura da Absorbéncia da amostra de luz visivel (440 nm) (FERRARI;
TASSAN, 1999) é utilizada devido a que nesse comprimento de onda, o material
proveniente de algas atinge o maximo valor de absor¢cdo. Neste comprimento de
onda, a clorofila-a, principal pigmento fotossintético dos micro-organismos
fotossintetizantes, absorve maior quantidade de luz, sendo assim, o valor
determinado para avaliar a remocédo de pigmentos pelos diferentes tratamentos

aplicados.
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5.1.2 Parametros cinéticos

Os valores de X, em miligramas por litro (base seca), correspondem aos
valores de concentracdo celular maxima dos cultivos em batelada e batelada
alimentada. Os valores de Xs, em miligramas por litro (base seca), correspondem
aos valores de concentracdo celular no estado estacionario dos cultivos em
processo continuo.

Os valores de Px, em miligramas por litro por dia, representam a média de
crescimento celular diario, e foram determinados com base na concentracao total de
células formadas e no tempo total de cultivo (T.) (Equacao 05).

p, _(Xy=x,)
T

c

(Equacéo 05)

onde X, foi a concentracao celular inicial dos cultivos.

O teor de clorofila-a na biomassa (Chl), em miligramas por grama de
biomassa, foi calculado como a relagéo entre a concentracdo de clorofila-a no final
do cultivo na suspenséo celular (Chl-a) e sua concentragéo celular maxima (Xp), de
acordo com a Equacéao 06.

Ch/:(cm-a x 1000)

(Equacéo 06)

A produtividade de clorofila-a (Pcn), em miligramas por litro por dia, foi
determinada com ajuda da Equacéo 07.

Chl x P,

P, =
nl 1000

(Equacéo 07)

5.2 Analise estatistica
5.2.1 Meio proveniente do processo em batelada alimentada

Os parametros RA2s4, RA440, Xm, Chl, PTN, Px e Pcp dos cultivos realizados
nos meios reaproveitados, apO0s os tratamentos listados nos Quadros 04 — 06,
correspondentes aos planejamentos experimentais utilizados, foram avaliados por
regressao multivariavel, com o objetivo de facilitar a compreensao da influéncia das
variaveis independentes em estudo nas respostas de interesse (variaveis

dependentes).
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As variaveis resposta (Y;) foram colocadas em modelos de segunda ordem ao

respeito das variaveis independentes, segundo a equacao geral:
Y =a +Zjb,ij +ZI_CUX,? +Z,-d,,,-,X,-X,-, (Equacao 08)

Sendo Y; = RA2s4, Y2 = RA440, Y3= Xm, Ya= Chl, Y5 =PTN e Yg = Px como
consequéncia das variacbes dos valores codificados (X;, X2 e X3) das variaveis
independentes de cada tratamento.

Nesta equacéo, i e j representam as variaveis dependente e independente,
respectivamente, j’ indica as suas interacdes; a; € o intercepto, bj sédo os coeficientes
lineares, cjj os coeficientes quadraticos e dj as interacdes. As analises de regresséo
multivariaveis e as analises de variancia foram feitas no S-PLUS 2000. Os valores
reais e os valores codificados das variaveis foram utilizados na regressao (NIKEREL
et al., 2005).

Para a analise estatistica, foram testados modelos quadréaticos e lineares.
Junto as andlises que foram realizadas, encontram-se 0s chamados niveis
descritivos (P), que indicam os erros. Na andlise de regressao, os valores de P
indicam o menor erro em que se incorre ao afirmar que um determinado coeficiente
tem influéncia na determinacdo do parametro estimado. Em outras palavras,
testando o coeficiente correspondente a uma variavel independente € possivel
verificar se esta tem importancia na determinacdo do parametro estimado. Na
analise de variancia da regresséo, por sua vez, o valor de P indica se houve um bom
ajuste da equacdo obtida através da regressao, ou seja, se a regressao realizada foi
satisfatoria. As regressdes foram aceitas somente se a andlise de variancia da

regressao apresentou um valor de P < 0,050.
5.2.2 Meio proveniente do processo continuo
MANOVA e teste de Tukey foram utilizados na analise das médias de RAs,

RA440, Xs, Px, PTN, dos experimentos do Quadro 07 nas condi¢cdes explicadas no
item 4.4.2.2.2.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Este capitulo é dividido em 5 sub-capitulos principais, que envolvem o0s
tratamentos de meios provenientes de processo descontinuo alimentado ou
continuo, bem como o crescimento da A. platensis em cada um desses meios. No
caso dos meios tratados provenientes de processo descontinuo alimentado, adotou-
se um planejamento experimental que permitiu a otimizacdo do tratamento visando

Seu reuso em novos cultivos da mesma cianobactéria.

Dessa forma, nos itens 6.1 a 6.3 sdo apresentados os resultados das
correspondentes otimizacdbes nos meios tratados provenientes de processo
descontinuo alimentado, que foram adicionados de 2,5 g L' NaNO; e
posteriormente reusados em cultivos de A. platensis em frascos Erlenmeyer.
Considerando que a demanda de nutrientes € maior nos cultivos realizados em FBR
tubulares quando comparados a cultivos em frascos Erlenmeyer, no item 6.4 séo
descritos os experimentos nesses FBR, em condi¢des otimizadas de reuso de meio
encontradas para os experimentos em frascos Erlenmeyer. Dessa forma, é possivel
verificar se as conclusdes obtidas para frascos Erlenmeyer poderiam ser estendidas

para cultivos em FBR tubulares.

Finalizando, no item 6.5 s&o apresentados os resultados e discussao no que
concerne ao processo continuo de cultivo de A. platensis com remocao celular e
tratamento simultdneo do meio exaurido do FBR em coluna com carvao ativado

granulado, sob diferentes proporcdes de reuso de meio tratado.
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6.1 Otimizacao das condi¢cOes de tratamento de meio de cultivo proveniente de
processo descontinuo alimentado com uso de cloreto férrico e carvéao

ativado em po

6.1.1 Remocéao de matéria organica e pigmentos

No presente trabalho que visa a reutilizacdo de meio de cultivo, a presenca de
MO pode levar a um aumento da turbidez do meio, levando ao sombreamento, que
pode reduzir o crescimento da cianobactéria. Igualmente, a presenca de pigmentos,
especialmente clorofila-a, no meio apds a sua utilizacdo, interfere na captacao de luz
pelo micro-organismo.

Na Tabela 01 sdo apresentados os valores de remocdo de absorbancia
(RA2s4 e RA44) nos diferentes tratamentos realizados segundo planejamento
experimental adotado nesta parte do trabalho. Os processos de adsorcao/floculacao
utilizados em combinacdo permitiram o sucesso na remoc¢édo de MO (78 — 97 %) e
de clorofila-a (74 — 93 %). Os melhores valores de remog&o (RAzss € RA440) foram
atingidos nos testes de confirmacéo da otimizagdo, CAPF,-CAPF;,, (92,3 + 0,6 % e
95,3 + 0,6 %, respectivamente). Esses resultados tém a mesma ordem de grandeza
do que os reportados por Odegaard (1979), que obtiveram remocdo de solidos
suspensos entre 95 % e 98 % em aguas residudrias. Ainda segundo o referido
autor, a maioria dos contaminantes presentes em aguas residuarias esta constituida
por particulas solidas ou estao associadas a elas.

Apesar da pouca informacdo existente sobre tratamentos fisico-quimicos
aplicados no reuso de meios de cultivo de micro-organismos fotossintetizantes, foi
demonstrado que a combinacdo dos processos de adsor¢cdo e floculacdo, além da
sua aplicabilidade em agua, pode ser utilizada em tratamentos de meios para serem
reaproveitados em novos cultivos de A. platensis (Tabela 01). Isso é possivel, uma
vez que a floculagdo aglomera MO que se encontra em suspensdo (ou em estado
coloidal) e MO que se encontra dissolvida, em particulas maiores que possam ser

removidas posteriormente mediante a sua adsor¢cado em particulas de CAP.
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Tabela 01 — Crescimento de A. platensis em meios tratados com carvao ativado em p6 e cloreto férrico segundo planejamento

experimental.

= o Valores codificados Valores reais RAz: RAw® Xo'  Chla®  PTN" LIP Py Chl

=

E % X X o el mm O 0 mgl) mglh o) ) mglidh)  (mgg?)

Parte A: Planejamento experimental inicial

CAPF; -1 -1 -1 30,0 60 200 82 86 4008 70,4 276 74 565 17,6
CAPF, 1 -1 -1 50,0 60 200 83 87 4105 771 285 67 579 18,8
CAPF, -1 1 -1 30,0 140 200 82 85 3700 656 271 82 521 17,7
CAPF, 1 1 -1 50,0 140 200 81 85 3755 651 271 71 529 17,3
CAPF; -1 -1 1 30,0 60 400 87 91 4430 845 299 80 626 19,1
CAPFg 1 -1 1 50,0 60 400 90 94 4630 1005 326 65 654 21,7
CAPF; -1 1 1 30,0 140 400 92 96 4967 1385 346 74 702 27,9
CAPFq 1 1 1 50,0 140 400 91 95 4732 1267 323 73 669 26,8
CAPF,  -1687 0 0 23,1 100 300 90 95 4760 1229 318 6,9 673 25,8
CAPF, 1687 0 0 56,9 100 300 90 94 4640 1013 297 75 656 21,8
CAPFy, 0 -1687 0 40,0 33 300 88 92 4510 950 31,7 66 637 21,1
CAPFy, 0 1687 0 40,0 16,7 300 93 97 5008 1578 362 6,9 708 31,5
CAPFy; 0 0 -1687 400 100 131 74 78 3326 54,4 251 84 468 16,4
CAPFy, 0 0 1687 400 100 469 91 95 4710 1129 333 80 666 24,0
CAPFy5 0 0 0 40,0 100 300 91 95 4731 1212 317 73 669 25,6
CAPFyq 0 0 0 40,0 100 300 91 95 4750 1174 331 7,9 671 24,7
CAPFy; 0 0 0 40,0 100 300 91 95 4723 1156 312 7.3 668 24,5
CAPFy, 0 0 0 40,0 100 300 91 95 4698 1205 323 75 664 25,6
CAPFyq 0 0 0 40,0 100 300 91 95 4765 1227 326 7.4 674 25,8



Continuacéo Tabela 01
Parte B: Confirmacéo da Otimizacéo
CAPF,q -1,556 2,582 0,037 24,4 20,3 30,4 93
CAPF,; -1,556 2,582 0,037 24,4 20,3 30,4 92
CAPF,, -1,5656 2,582 0,037 24,4 20,3 30,4 92

Parte C: Experimentos adicionais

CAPF,; - - - - - - -
CAPF,, - - - - - - -
CAPF5 - - - - - - -

CAPF," - - - - - - -
CAPF,;," - - - - - - -
CAPF," - - - - - - -

96
95
95

4931
4879
4870

2130
2085
2040

2152
2343
2029

120,4
117.,9
118,7

33,7
32,4
32,8
36,9
35,7
37,2

35,7
36,8
35,8

26,8
25,7
25,0
24,4
24,3
25,1

7,8
7,7
7.9

6,5
7,0
7,0
8,0
8,0
8,0

697
690
689

297
201
284

300
328
283

24,4
24,2
24,4

15,8
15,5
16,1
17,1
15,2
18,3
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@ Valores codificados de quantidade de carvao ativado em p6 (CAP)
®Valores codificados de guantidade de cloreto férrico (F)

¢ Valores codificados de tempo de contato (T)

d Remocédo de absorbancia em comprimento de onda 254 nm

¢ Remocé&o de absorbancia em comprimento de onda 440 nm

f Concentracdo maxima de biomassa

9 Concentracao de clorofila-a na suspenséo celular

.h Conteudo total de proteinas na biomassa seca

' Conteldo total de lipideos na biomassa seca

! Produtividade celular

¥ Contetido de clorofila-a na biomassa seca

'Teste em meio padrdo (SCHLOSSER, 1982) com 2,5 g L™ NaNO;

™ Teste em meio exaurido apés cultivo em batelada, sem tratamento prévio, com reposicéo de 2,5 g L NaNO;
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6.1.2 Crescimento celular em meios tratados

A Tabela 01 mostra os resultados de crescimento celular de A. platensis nos
meios apos seus respectivos tratamentos, bem como os testes adicionais com meios
nao tratados. Todos os cultivos foram realizados em frascos Erlenmeyer, conforme
descrito no item 4.4.2.3.1. Os valores de X, dos testes CAPF;-CAPF9 (Tabela 01,
parte A) sdo 60 a 140 % maiores do que o valor médio dos testes realizados com
meio padrdo, CAPF,3-CAPF,5 (2085 + 45 mg L), e s&o0 53 a 130 % maiores do que
o valor médio dos testes realizados em meio reaproveitado sem tratamento, CAPFs-
CAPF (2175 + 158 mg L ™). Adicionalmente, o valor médio de X, (4733 + 26 mg L™)
dos experimentos correspondentes ao ponto central do planejamento experimental
(CAPF15-CAPF19) é 127 e 118 % maior do que os valores médios de X, dos testes
realizados com meio padrédo (CAPF,3-CAPF,5) e meio reaproveitado sem tratamento
(CAPF,6-CAPF,g), respectivamente. Igualmente, o valor médio de X, (4893 + 33 mg
L") dos experimentos correspondentes a confirmacdo da otimizacdo (CAPF,o-
CAPF2,) € 135 e 125 % maior do que os valores médios de X, dos testes realizados
com meio padrédo (CAPF,3-CAPF,s) e meio reaproveitado sem tratamento (CAPFs-
CAPF,g), respectivamente. Esses resultados indicam a influéncia da remog&o da MO
no crescimento de A. platensis em meio reaproveitado apés condicbes 6timas de
CAP, F e T, bem como a validade da metodologia aplicada neste trabalho.

Por outro lado, pode se inferir que o crescimento de A. platensis poderia ter
sido influenciado pela presenca de ferro residual nos meios tratados. Este estudo foi
apresentado na forma de péster no 27° CONGRESSO BRASILEIRO DE
MICROBIOLOGIA (MOROCHO-JACOME; CARVALHO, 2013a) e estd sendo
atualmente avaliado comparando com os resultados com Boyd et al. (2000) que
foram os pioneiros em realizar experimentos no Oceano Austral estimulando o
crescimento de microalgas mediante fertilizagdo com ferro.

O Grafico 01 demonstra que as curvas de crescimento em condi¢gBes 6timas
de tratamento tém maiores valores de crescimento celular do que as curvas nos
experimentos de controle, desde o comeco dos experimentos. Mesmo assim, é
evidente a auséncia de fase lag nos experimentos realizados, devido as condi¢des
similares durante o preparo do inéculo e os cultivos, uma vez que as células
utilizadas no in6culo foram utilizadas quando estavam em fase log de crescimento,

sendo utilizado NaNO3; como fonte de nitrogénio.
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Como os cultivos nao foram limitados por carbono, as condi¢cdes de
tratamento do meio exaurido que possibilitaram maior crescimento celular levaram a

concentracdes finais de nitrato muito baixas (0,004 — 0,08 g L™).
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Gréafico 01 — Crescimento de A. platensis em meios tratados. CAPF,-CAPF,;:
Confirmacéo da Otimizacéo (CAP = 24,4 mg L™, F =20,3mg L™?, T = 30,4 min) (),
CAPF23-CAPF,5: Meio padrao Schldsser ( ), CAPF26-CAPF2g: Meio exaurido sem
tratamento (---), barras de erro correspondem ao desvio padréo.

Como € bem conhecido, o consumo de bicarbonato de sédio leva a um
aumento e pH do meio de cultivo. Adicionalmente, embora em menor proporcéo, a
captacdo de nitrato pela A. platensis para sua reducéo até amonia, também contribui
com o incremento do pH durante o crescimento. Assim, N0S experimentos com meio
tratado para ser reaproveitado, pH foi mantido em valores de 9,5 + 0,2 pela adi¢céo
de CO, de cilindro, como pode se visualizar no Grafico 02, que mostra a variacdo de
pH durante o crescimento de A. platensis no teste de confirmagdo da otimizacao
(CAPF,0). Nestas condi¢des de pH, A. platensis utiliza amonia preferencialmente em
lugar de nitrato e a amoénia ingressa na célula por difusédo, e é captada diretamente
sem consumo de energia (BELKIN; BOUSSIBA, 1991).
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Gréafico 02 — Concentracdo celular (m) e valores de pH (¢) no experimento de
Confirmacéo da Otimizacdo, CAPF, (CAP = 24,4 mg L™*, F=20,3mg L*, T = 30,4

min).

Como comentado anteriormente, apds o tratamento dos meios foi adicionado
NaNO3; como fonte de nitrogénio, no comeco dos experimentos de reaproveitamento,
em quantidades fixas segundo meio padrdo (2,5 g L™"). O NaNO; adicionado em
batelada no inicio dos cultivos permitiu uma reserva na forma de nitrato, que
reduzido, através da acdo das enzimas nitrato e nitrito redutases, quando
necessario, impediu qualquer tipo de caréncia dessa fonte para as células como foi
reportado por Rodrigues et al. (2010) que trabalharam com KNOjz; e NH4Cl como
fontes de nitrogénio em associacdo. Estes autores sugeriram que o KNOj3 foi uma
fonte de nitrogénio importante no comego dos experimentos, atuando como fonte de
reserva, guando menores quantidades de NH,CI foram adicionadas.

Os valores determinados para a concentragdo de amonia, especialmente para
os cultivos de confirmacgao da otimizacao (CAPF,-CAPF,,), ficaram abaixo do limite
de deteccédo da metodologia analitica (dados néo apresentados), o que pode ocorrer
em cultivos com intensidades luminosas néo limitantes (BEZERRA et al., 2008).

Desse modo, ficou assegurado que as concentracdes de amodnia se apresentaram
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abaixo dos niveis considerados como inibitérios (10,0 mmol L%, BELKIN;
BOUSSIBA, 1991; 6,0 mmol L™, CARVALHO et al., 2004).

Devido a relagdo existente entre X, e Px dada na Equacéo 5 e pela utilizacdo
do mesmo tempo de cultivo (T.) em todos os experimentos, o0s valores de
produtividade celular refletem a mesma relagédo do que os valores de concentragéo
celular maxima j& avaliados. Assim, no cultivo CAPF, (Tabela 01, parte A), obteve-
se o maior valor de produtividade celular (708 mg L™ d') e no cultivo CAPFy3
(Tabela 01, parte A) foi registrado o menor valor de produtividade celular (468 mg L™
dh.

6.1.3 Composicao da biomassa

6.1.3.1 Conteuido de clorofila-a

Sabe-se que o0 nitrogénio € o elemento fundamental da molécula de clorofila,
portanto o contetdo de clorofila-a na biomassa de A. platensis depende diretamente
da composicdo do meio e particularmente do tipo e quantidade da fonte de
nitrogénio. Embora 0 meio reaproveitado tenha sido utilizado apds a reposicdo de
mesma quantidade de NaNOjz; como fonte de nitrogénio, os valores de clorofila-a
atingidos no final do crescimento apresentaram diferentes valores (Tabela 01). O
valor médio de contetdo de clorofila-a na biomassa dos experimentos de
confirmacéo da otimizacdo (CAPF.o-CAPF») (24,3 + 0,1 mg Chl-a g células™) foi
maior em 54 e 44 % do que o valor dos testes em meio padrdo (CAPF,3-CAPF;5)
(15,8 + 0,3 mg Chl-a g células ) e meio reaproveitado sem tratamento (CAPF -
CAPF.g) (16,9 + 1,6 mg Chl-a g células), respectivamente.

Apesar de terem sido utilizadas as mesmas quantidades iniciais de NaNO3; em
todos o0s experimentos, outros fatores como a concentracdo celular e a
correspondente intensidade luminosa disponivel para as células poderiam ter tido
influéncia na producdo de clorofila (RANGEL-YAGUI et al., 2004). Devido as
elevadas concentragcfes celulares dos experimentos apds os tratamentos, o efeito
de sombreamento (MATSUDO et al., 2009) poderia ter acontecido devido ao maior
crescimento celular. Confirma-se assim, o relatado por Rodrigues et al. (2010) que

verificaram que A. platensis incrementa a sua producéao de clorofila melhorando a
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eficiéncia da captacdo fotossintética para compensar a pouca intensidade luminosa

recebida pelas células.

A Tabela 02 mostra que os valores de contetudo de clorofila na biomassa, em

condi¢cBes oOtimas de remocédo de MO, foram maiores do que os valores relatados

anteriormente no cultivo de A. platensis em FBR abertos (minitanques) e FBR

fechados utilizando meios de cultivo de similar composigao.

Tabela 02 — Teor de clorofila em cultivos de A. platensis utilizando diferentes FBR.

. Intensidade  Concentragdo  Clorofila-a na
a Meio de Fonte de ; b .
Referéncia FBR Cultivo nitroaénio luminosa celular maxima biomassa
9 umolm?®s") (gL Chi(mg g™
. Paoletti Ureia +
Vieira et al. (2012) Aberto (1975)° NaNO; 156,0 4,431 -6,179 12,4 -251
Ajayan e Selvaraju (2011) Fechado '?fgg%'!f K':'J?e?;” 30,0-72,0  1,08-142 10,2 — 14,0
Zarrouk
Chen et al. (2010) Fechado (1966)° NaNO; 1500,0 0,04 - 0,366 11,66 — 20,95
. Paoletti KNO; +
Rodrigues et al. (2010) Aberto (1975) NH,CI 156,0 2,013-4,551 8,81 — 22,69
. Paoletti
Ranguel Yagui et al. (2004) Aberto (1975)° KNO; 16,8 - 67,2 0,408 — 1,945 6,0-19,9
. Paoletti
Danesi et al. (2004) Aberto (1975)° KNO3 24,0-60,0 0,687 —1,799 6,2 —-15,3
Danesi et al. (2002) Aberto (Pl"’g’?'ggﬂ Ureia 30,0 0,942 -1,591 10,2 12,3
Tratamento com Schlésser
CAP e F, ltem 6.1 Fechado (1982)b NaNO; 120,0 2,029 - 4,931 15,0-32,0
Tratamento com Schldsser
CAP e S, Item 6.2 Fechado (1982)b NaNO; 120,0 1,702 — 4,917 10,5 - 30,2
Tratamento com Schldsser
CAG e F. ltem 6.3 Fechado (1982)b NaNO; 120,0 1,943 — 3,281 9,0-35,0

®Meio padrdo sem reuso
®Meio reusado apos diferentes tratamentos

6.1.3.2 Conteudo de lipideos e proteinas

O teor de lipideos em biomassas de cianobactérias pode sofrer influéncia de

temperatura, intensidade luminosa, concentracdo celular e fonte de nitrogénio.



83

Spirulina sp. contém 6 — 13 % de lipideos, sendo que metade sdo acidos graxos
(COHEN, 1997). Tanticharoen et al. (1994) observaram que os lipideos e &cidos
graxos de Spirulina sp. dependem da cepa e das condi¢des do meio ambiente.

O teor de lipideos obtido nos pontos de o6timo foi 7,7 + 0,1 %, sendo da
mesma ordem de grandeza que os obtidos por Rafiqul, Jalal e Alam (2005) (7,2 %)
em cultivo de A. platensis em FBR fechado sob diferentes condicdes ambientais
como luz, temperatura e pH. Porém, os conteldos totais de lipideos obtidos nesta
parte do trabalho sdo menores do que os valores (19,2 — 20,9 %) reportados por
Rodrigues et al. (2010) que usaram nitrato de potassio e cloreto de amobnio
simultaneamente em FBR abertos, evidenciando a influéncia da associacado dessas
fontes de nitrogénio na producéao de lipideos.

E bem conhecido que o contetdo de proteinas de muitas cianobactérias é
afetado pelos diversos fatores nutricionais e ambientais presentes no cultivo
(OLGUIN et al., 2001). De fato, Sassano (2004) observou que os teores de proteinas
nas biomassas decairam significativamente, a valores que chegaram a 16,5 %, em
cultivos realizados sob limitacdo de nitrogénio.

Particularmente, no cultivo CAPF;3 obteve-se o menor valor de teor de
proteinas (25,1 %, Tabela 01). Por outro lado, o maior valor de teor de proteina de
36,2 % (Tabela 01) foi no cultivo CAPF;,. O valor de proteina dos cultivos de
confirmacéo da otimizagdo (CAPF2-CAPF»,) foi 36,1 + 0,6 %, correspondendo aos
maiores valores do que os atingidos nos experimentos em meio padrao (CAPF,3-
CAPF3s) (25,8 + 0,9 %) bem como em meio Schldsser reaproveitado sem tratamento
(CAPF,-CAPF,3) (24,6 = 0,5 %). Adicionalmente, esses valores sdo da mesma
ordem de grandeza dos maiores valores (38 %) reportados por Ferreira et al. (2010)
gue trabalharam com FBR tubulares usando processo de batelada alimentada e
sulfato de amonio como fonte de nitrogénio, bem como dos valores (27,3 — 43,7 %)
reportados por Bezerra et al. (2008) que trabalharam com FBR aberto e cloreto de
amoénio como fonte de nitrogénio. Isso indica que nesses ensaios houve
disponibilidade de nitrogénio suficiente tanto para o crescimento celular quanto para
a producao de nitrogénio organico, na forma de proteinas, como material de reserva
da célula.

Contudo, os valores de proteina atingidos nesta parte do trabalho séo
menores do que os valores (49,3 — 51,5 %) reportados por Rodrigues et al. (2010)

que avaliaram o uso simultdneo de nitrato de potassio e cloreto de amdnio como
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fonte de nitrogénio em FBR abertos, provavelmente pela menor velocidade média de
crescimento associada ao cultivo em FBR aberto, cujo valor médio foi da ordem de 3

vezes menor do que a obtida nesta parte do trabalho.

6.1.4 Anélise Estatistica

Utilizando os resultados obtidos, foram calculados os parametros para cada
cultivo, CAPF; a CAPF: RAzss (Remocdo Agss), RA40 (Remocdo Asg), Xm
(concentracdo celular maxima), Chl (conteudo de clorofila-a na biomassa), PTN
(conteudo total de proteina na biomassa seca) e Px (produtividade celular) (Tabela
01).

Esses parametros foram avaliados por analise de regressao multivariavel para
estudar a influéncia das variaveis independentes em estudo (quantidades de carvao
ativado em po, cloreto férrico e tempo de contato), nas respostas de interesse
(variaveis dependentes), sendo as regressdes realizadas com os valores codificados
das variaveis independentes, como comentado em Materiais e Métodos, e
apresentados na Tabela 03.

Na metodologia de superficie de resposta (MSR) para cada variavel
dependente foi feita uma analise de regressdo quadratica multivariavel, onde foram
consideradas as duas variaveis independentes codificadas (X; e X;), bem como
suas formas quadréaticas e, suas interacdes, e, ainda, foi obtida uma equacéo
referente a um modelo de superficie de resposta que mais se adequou aos
resultados obtidos.

Junto as andlises que foram realizadas, encontram-se 0os chamados niveis
descritivos (P), que indicam os erros. Na analise de regresséo, os valores de P
indicam o menor erro em que se incorre ao afirmar que um determinado coeficiente
associado a um determinado fator tem influéncia na determinacdo do parametro
estimado. Em outras palavras, testando o coeficiente correspondente a uma variavel
independente €& possivel verificar se esta tem importancia na determinacdo do
parametro estimado. Na analise de variancia da regresséao, por sua vez, o valor de P
indica se houve um bom ajuste da equacéo obtida através da regressao, ou seja, se
a regressao realizada foi satisfatoria (RODRIGUES, 1998).
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Tabela 03 — Coeficientes de correlacdo estimados pela Equagéo 08 na predicdo dos
parametros RA2s4, RA440, Xm, Chl, PTN e Px.

Parametro RAs, RA 440 Xm Chl PTN Px
Vi i=1 i=2 i=3 i=4 i=5 i=6
a; 91,05 95,1 4740 25,33 32,55 670,1
bj

=1 0,146 0,096 -6,24 -0,325 -0,164 -0,853
j=2 0,908 0,835 59,97 2,194 0,737 8,5290
j=3 4,432 4,505 403,6 2,697 2.405 57,77
Cii
=1 -0,665 -0,553 -51,47 -1,027 -0,774 -7,381
j=2 -0,489 -0,553 -30,74 -0,149 0,349 -4,57
=3 -3,300 -3,364 -291,1 -2,292 -1,319 -41,64
dije
ji=1,2 -0,75 -0,625 -59,63 -0,663 -0,738 -8,375
ji=1,3 0,25 0,125 -23,38 0,0875 -0,063 -3,375
i=2,3 1,00 1,125 162,1 1,913 0,788 23,13
Fealc 30,39 23,13 16,81 7,278 8,59 16,75
R? ajustado 0,94 0,92 0,89 0,76 0,79 0,89
Valor P < 0,001 < 0,001 < 0,001 0,003 0,0008 0,001

Tendo em vista que o objetivo foi a otimizacdo do crescimento do micro-
organismo no meio reaproveitado, Xy, foi utilizado como parametro de controle que
permitiu a otimizacéo das condi¢cOes apropriadas de tratamento de meio proveniente
de cultivo prévio usando processo descontinuo alimentado.

A equacao obtida na analise de regressao para concentracao celular maxima
(Xm) foi:

Xm = 4740 — 6,24 X; + 59,97 X, + 403,6 X3 — 51,47 Xi? — 30,74 X,* — 291,1 X3° —
59,63 X1 X, — 23,38 X1 X3 + 162,1 X,X3 (Equacao 09)

Apoés a derivacdo da Equacdo 09, chegou-se aos valores codificados X; = -
1,556, X, = 2,582 e X3 = 0,037 como o0s correspondentes pontos de Otimo. Esses
valores representam, 24,44 mg L™ de carvéo ativado em p6, 20,33 mg L™ de cloreto
férrico e 30,37 min de tempo de contato, respectivamente, com uma concentracao
celular maxima esperada de 4846 mg L™. Assim, os cultivos de 6timo (CAPFa-
CAPF,,), foram realizados para confirmacdo do modelo, com estas condi¢des prée-

determinadas.
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O valor médio da concentracdo celular maxima (Xn = 4893 + 33 mg L) dos
experimentos de confirmacdo da otimizacdo é 1 % maior do que o valor estimado a
partir da Equacdo 09 (4846 mg L™), confirmando a utilidade da regressédo
multivariavel na otimizac&o das condi¢cdes experimentais para maximizacao de Xy,

No Grafico 03 apresentam-se os graficos de superficie de resposta
considerando os valores de tempo de contato no nivel central do planejamento (T =
30,0 min) onde atingiu-se um modelo apropriado de regressao multivariavel. Esse
valor foi considerado devido a sua proximidade com o valor do ponto de otimizag&o
(T = 30,4 min). Este grafico mostra claramente a influéncia dos valores de CAP e F
nas respostas avaliadas. De modo geral, como se observa pelos proprios valores
negativos dos coeficientes quadraticos dos modelos matematicos (c;, Tabela 03),
houve um incremento das respostas até um determinado valor das variaveis CAP e
F, a partir do qual houve uma diminuicao da variavel resposta.

Particularmente, o painel C do Grafico 03 demonstra a validade da otimizacao
de X que foi possivel gracas a apropriada remoc¢do de MO dos meios tratados para
reaproveitamento. O painel F do Grafico 03 mostra que Chl tem o mesmo
comportamento que X, em funcdo de X; e X,. Provavelmente o aumento da
concentracdo celular levou a um maior sombreamento das células, provocando a
necessidade de maior formacdo de pigmentos para aumentar a eficiéncia na
captacao de luz.

O Grafico 04 mostra que o incremento nos valores de RA2s4 € RA440 contribuiu
para 0 maior crescimento celular. Mostra também que a remocédo de MO foi mais
efetiva no crescimento celular que a remocao de pigmentos.

A regressdo multivaridvel do parametro LIP foi realizada, mas os resultados
nao foram influenciados pelas condicdes experimentais e, portanto, nao €
apresentada neste trabalho.

Tendo em vista que o numero de variaveis foi elevado, a MSR permitiu a
exploracdo dos resultados experimentais, avaliando simultaneamente as variaveis

independentes e conseguindo explicar as suas interacoes.
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Gréfico 03 — Superficie de resposta de A. RAzs4, B. RA440, C. Xm, D. Px, E. PTN, e F.
Chl em funcéo dos valores codificados de quantidades de carvao ativado em po (X1)

e cloreto férrico (X;) considerando o tempo de contato (X3) no nivel central do
planejamento (T = 30,0 min).
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Todos os parametros (RAzss, RA440, Xm, Chl, PTN e Px) foram avaliados
também realizando uma comparacdo entre os valores reais e 0s calculados
utilizando os modelos matematicos (Tabela 04), sendo as diferencas médias entre
eles, inferiores a 5 %. Assim, € evidente que os valores obtidos para todos esses
pardmetros podem ser descritos pelos modelos mateméaticos deste trabalho e
permitem demonstrar a validade do processo de remocdo de MO e pigmentos no

cultivo de A. platensis em meio reaproveitado.

5500

5000 + m

y=91,129x - 3532,3
4500 + R2= 0,97
|
[=)]
E y = 91,542x - 39225
= Rz=0.97

> 4000 +

3500 |

L 2
3000 : : : : :
70 75 80 85 90 05 100
RA 5, (¢); RALy (m), (%)

Gréafico 04 — Concentragdo celular maxima (X,) em funcdo de Remocdo de Ajsg

(RA254, 0) e Remogéo de Asao (RA440, I).
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Tabela 04 — Comparacédo dos valores experimentais das variaveis dependentes (RA2s4, Xm, Chl, PTN e Px) e seus correspondentes

valores estimados por regressao multivariavel.

. RA RAzs4 est X Xm est Chl Chl est PTN PTN est P Px est
Bxperimento X % % ) o)  mglh (mgl) (nggh) (mgg) () (6 (ngL’dY) (mgLid)
Parte A: Planejamento experimental inicial
CAPF,; -1 -1 -1 82 82 4008 3988 18 19 27,6 27,8 565 562
CAPF, 1 -1 -1 83 83 4105 4141 19 19 28,5 29,1 579 584
CAPF; -1 1 -1 82 83 3700 3902 18 21 27,1 29,2 521 550
CAPF, 1 1 -1 81 81 3755 3817 17 18 27,1 27,5 529 538
CAPF; -1 -1 1 87 88 4430 4519 19 20 29,9 31,2 626 639
CAPFg 1 -1 1 90 90 4630 4579 22 21 32,6 32,2 654 647
CAPF, -1 1 1 92 93 4967 5083 28 30 34,6 35,7 702 719
CAPFg 1 1 1 91 93 4732 4904 27 28 32,3 33,7 669 693
CAPFq -1,687 0 0 90 89 4760 4604 26 23 31,8 30,6 673 651
CAPF, 1,687 0 0 90 89 4640 4583 22 22 29,7 30,1 656 648
CAPFy; 0 -1,687 0 88 88 4510 4551 21 21 31,7 32,3 637 643
CAPF, 0 1,687 0 93 91 5008 4754 32 29 36,2 34,8 708 672
CAPF3 0 0 -1,687 74 74 3326 3229 16 14 251 24,7 468 454
CAPFy, 0 0 1,687 91 89 4710 4594 24 23 33,3 32,9 666 649
CAPF 5 0 0 0 91 91 4731 4740 26 25 31,7 32,6 669 670
CAPF; 0 0 0 91 91 4750 4740 25 25 331 32,6 671 670
CAPF; 0 0 0 91 91 4723 4740 25 25 31,2 32,6 668 670
CAPF g 0 0 0 91 91 4698 4740 26 25 32,3 32,6 664 670
CAPF, 0 0 0 91 91 4765 4740 26 25 32,6 32,6 674 670
Parte B: Confirmacéo da Otimizag&o
CAPF, -1,56 2,58 0,04 93 92 4931 4846 24 31 35,7 38,3 697 683
CAPF,; -1,56 2,58 0,04 92 92 4879 4846 24 31 36,8 38,3 690 683
CAPF,, -1,56 2,58 0,04 92 92 4870 4846 24 31 35,8 38,3 689 683
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6.2 Otimizacao das condi¢cdes de tratamento de meio de cultivo proveniente de
processo descontinuo alimentado com uso de sulfato férrico e carvao

ativado em po

6.2.1 Remocéao de matéria organica e pigmentos

A Tabela 05 mostra que os valores de RA2s4 € RA440 Variam entre 22 — 69 % e
33 — 61 %, respectivamente. Além disso, observa-se que quando os valores de CAP
e T sdo mantidos ao mesmo nivel, o incremento nos valores de S pode produzir uma
diminuicdo nos valores de RAzs4 € RA440. Para valores baixos de CAP, o incremento
nos valores de S pode ser compensado com o incremento de T para manter valores
apropriados de RAzss € RA44. Porém, nos tratamentos com valores elevados de
CAP, nem os valores elevados de S nem os valores elevados de T séo suficientes
para manter os valores de RAzss € RA440. Fica evidente que o0s incrementos nos
valores de CAP nao sédo vantajosos neste tipo de processo simultaneo, sendo que
0s maiores valores de RAzss corresponderam ao ponto central do planejamento
experimental (CAPS15-CAPS;g). Os experimentos de confirmacao da otimizacdo tem
os valores mais altos de RAzss € RA40 (68,3 = 0,6 % e 60,7 £ 0,6 %,
respectivamente) e precisam valores de S e T maiores do que 0s correspondentes
pontos centrais do planejamento experimental.

Os valores da Tabela 05 permitem sugerir que o tempo de contato (T) € um
pardmetro fundamental numa remogdo mais eficiente de MO e pigmentos. Os
valores de RA,s;, € RA440 nos experimentos de confirmacdo da otimizacdo séo
maiores que os valores obtidos por Song, Williams e Edyvean (2004) que avaliaram
a influéncia do pH, quantidade de sulfato férrico e sulfato de aluminio no processo
de coagulacdo utilizado para remover contaminantes em efluentes de curtume e
atingiram valores de remocéao de solidos suspensos de 38 — 46 %.

A natureza hidrofilica da MO apresenta maior dificuldade para ser removida
utilizando processo de coagulagcdao (Amy et al.,, 1992). Assim, a coagulacao,
geralmente, é mais efetiva para remover MO de natureza hidrofébica. Apesar de nao
existirem estudos que definam a natureza da MO presente no meio de cultivo
exaurido, é possivel sugerir que a matéria organica pode ser, principalmente, de

natureza hidrofébica, devido aos valores elevados de RA»s4 € RA440.
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Muitos estudos de avaliagdo de coagulagéo e adsorgdo para a remogao de
MO tém sido realizados, atingindo percentagens de remocao de 45 — 80 % (NAJM;
TATE; SELBY, 1998; ALVAREZ-URIARTE et al., 2010; UYAK et al., 2007). Além
disso, a remocdo de MO por esses processos € mais efetiva para moléculas de
elevada massa molar, como o acido humico. Particularmente, CAP remove MO de
média ou baixa massa molar, incluindo moléculas de baixo valor de UVA especifico
a 254 nm (SUVAs4) (NILSON; DIGIANO, 1996; OWEN et al., 1995).

6.2.2 Crescimento celular em meios tratados

Os experimentos de confirmacdo de otimizacdo (Tabela 05, parte B)
apresentam os valores maiores de remocdo e levaram aos maiores valores de
concentracdo celular maxima (X, = 4863 + 64 mg L™). A Tabela 05 mostra que
valores elevados de CAP e S tem relacdo direta com os valores de X;. Valores
elevados de RAzs4 € RA440 levam a valores elevados de X, devido, provavelmente,
ao incremento na disponibilidade de luz para o crescimento de A. platensis.

Como foi mencionado anteriormente, os experimentos da parte C da Tabela
05 foram realizados com o intuito de comparar esses valores com os valores dos
tratamentos do planejamento experimental. O Grafico 05 e a Tabela 05 mostram que
os valores de X, dos experimentos de confirmagéo da otimizagdo (CAPS2,-CAPS,,)
sao 125 % maiores do que os valores dos experimentos utilizando meio padrao
(CAPS23-CAPS,5) e 72 % maiores do que os experimentos realizados com meio
exaurido sem tratamento (CAPS,5-CAPS;g).

O incremento de pH no meio durante o cultivo de A. platensis € devido ao
consumo da fonte de carbono e nitrogénio do meio. Seu cultivo em meio tratado,
teve o valor de pH fixado entre valores de 9,5 + 0,2, com adi¢cdo de CO, de cilindro,
para evitar limitacdo de crescimento pela limitacdo de carbono. O consumo de
nitrogénio foi demostrado nos experimentos de reuso pelos valores baixos de
concentracéo final de nitrato (0,03 — 0,09 g L™).

Como a mesma quantidade de NaNOgs foi adicionada ao comego dos
experimentos de reuso, as variagcbes nos valores de X, podem ser atribuidas as
condicbes experimentais aplicadas no planejamento experimental (variagdes de
CAP,SeT).
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Tabela 05 — Crescimento de A. platensis em meios tratados com carvao ativado em po e sulfato férrico segundo planejamento

experimental.

= o Valores codificados Valores reais RAz: RAw® Xo  Chla®  PTN" LIP Py chl Pen

e 141

GE X' X X ey e O 9 (molh (mglh 9 0 (mgl'd)  (mgg? mot=a)
Parte A: Planejamento experimental inicial

CAPS; -1 -1 -1 30,0 15,0 20,0 49 49 1906 24,5 498 7,7 265 12,9 3,4
CAPS, 1 -1 -1 50,0 15,0 20,0 45 42 1990 27,4 50,4 84 277 13,8 3,8
CAPS; -1 1 -1 30,0 35,0 20,0 40 44 1711 21,4 49,1 7,3 237 12,5 3,0
CAPS, 1 1 -1 50,0 350 20,0 38 39 1775 22,4 479 7.8 246 12,6 3,1
CAPS; -1 -1 1 30,0 15,0 40,0 38 39 1720 25,4 46,0 8,1 239 14,8 3,5
CAPS; 1 -1 1 50,0 15,0 40,0 43 46 1702 24,7 52,8 7,3 236 14,5 3,4
CAPS;, -1 1 1 30,0 35,0 40,0 52 34 2800 32,4 539 7,1 393 11,6 4,5
CAPSg 1 1 1 50,0 35,0 40,0 35 39 3989 57,3 546 7,4 563 14,4 8,1
CAPS, -1,687 0 0 23,1 25,0 30,0 64 60 1767 17,1 55,9 84 245 9,7 2,4
CAPS;,, 1,687 0 0 56,9 25,0 30,0 63 61 2024 21,2 54,1 8,3 282 10,5 3,0
CAPS,; 0 -1,687 0 40,0 8,1 30,0 52 61 2929 35,9 53,7 74 411 12,3 50
CAPS,, 0 1,687 0 40,0 41,9 30,0 27 36 4363 105,7 52,2 84 616 24,2 14,9
CAPS;; 0 0 -1,687 40,0 250 131 22 37 2881 64,2 46,4 7,2 404 22,3 9,0
CAPS,, 0 0 1,687 40,0 25,0 46,9 28 33 3764 86,8 50,5 8,1 531 23,0 12,2
CAPS;;5 0 0 0 40,0 25,0 30,0 68 56 4534  121,0 58,9 8,0 641 26,7 17,1
CAPS¢ 0 0 0 40,0 25,0 30,0 65 57 4429 118,0 56,8 84 626 26,6 16,7
CAPS,; 0 0 0 40,0 25,0 30,0 68 58 4521 129,7 55,9 8,3 639 28,7 18,3
CAPS;g 0 0 0 40,0 25,0 30,0 63 59 4410  118,7 58,0 7,9 623 26,9 16,8
CAPS,4 0 0 0 40,0 25,0 30,0 64 59 4590 138,44 57,7 84 649 30,2 19,6



Continuacéo Tabela 05

Parte B: Confirmacéo da Otimizacéo

CAPS, 0 0,775 0,614
CAPS;; 0 0,775 0,614
CAPS,, 0 0,775 0,614

Parte C: Experimentos adicionais

CAPS,;" - - -
CAPS,," - - -
CAPS,5" - - -

CAPS," - - -
CAPS,," - - -
CAPS,;" - - -

40,0
40,0

40,0

32,8
32,8

32,8

36,1
36,1

36,1

68
69

68

60
61

61

4792
4879

4917

2210
2158
2108

2895
2811
2764

120,4
117,9

118,7

40,1
41,2
42,1
31,2
32,3
30,7

59,5
60,7

59,7

28,1
27,9
26,9
30,3
29,3
29,2

7,2
7,1

7,4

6,5
7,1
7,4
8,1
8,3
8,7

677
690

695

309
301
294

406
394
388

25,2
24,2

24,1

18,1
19,1
20,0
10,8
115
11,1

93

17,0
16,7

16,8

5,6
5,7
5,9
4,4
4,5
4,3

#Valores codificados de quantidade de carvao ativado em p6 (CAP)
®Valores codificados de quantidade de sulfato férrico (S)

¢ Valores codificados de tempo de contato (T)
d Remocdo de absorbancia em comprimento de onda 254 nm
¢ Remocéo de absorbancia em comprimento de onda 440 nm

f Concentragdo maxima de biomassa
E Concentracgdo de clorofila-a na suspenséao celular
Conteudo total de proteinas na biomassa seca

' Contetido total de lipideos na biomassa seca

! Produtividade celular

K Conteddo de clorofila-a na biomassa seca

'Produtividade de clorofila-a

" Teste em meio padrédo (SCHLOSSER, 1982) com 2,5 g L™ NaNO;

"Teste em meio exaurido apds cultivo em batelada, sem tratamento prévio, com reposicéo de 2,5 g L™ NaNO;



94

5000

4500 H
4000 H
3500 +
3000 +

X{mg L")

2500 +
2000 +
1500
1000
500 +

Gréafico 05 — Crescimento de A. platensis em meios tratados. CAPS,,-CAPS,,:
Confirmacao da Otimizacdo (CAP =40,0 mg L™, S=32,8mgL™?, T =36,1 min) ( —),
CAPS,3-CAPS,5: Meio padréo (), CAPS2-CAPS,g: Meio exaurido sem tratamento

(---), barras de erro correspondem ao desvio padrao.

A relacéo entre X, e Px da Equacao 05 permite realizar a mesma analise para
ambos os parametros, uma vez que foi utilizado o mesmo tempo de cultivo em todos

os experimentos (Grafico 05).

6.2.3 Composicao da biomassa

6.2.3.1 Conteuido de clorofila-a

A Tabela 05 mostra que a pesar de ter sido adicionada sempre a mesma
guantidade de NaNOjz; nos meios tratados, os valores de clorofila-a variaram
segundo cada tipo de tratamento. Os experimentos correspondentes ao ponto
central do planejamento experimental (CAPS;5-CAPS3g) atingiram o0s maiores
valores de conteudo de clorofila-a e produtividade de clorofila-a (27,8 + 1,6 mg Chl-a

g’ células e 17,7 + 0,02 mg L™ d?, respectivamente). O valor médio de contetido de
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clorofila-a (24,5 + 0,6 mg Chl-a g™ células) dos experimentos de confirmacdo da
otimizacdo (CAPS5-CAPS;,) foi 28 % maior do que o contetudo (19,1 + 0,9 mg Chl-a
g’ células) nos experimentos com meio padrdo (CAPS,3-CAPS,s) e 118 % maior do
que o conteldo (11,1 + 0,4 mg Chl-a g* células) nos experimentos com meio
exaurido sem tratamento (CAPS,5-CAPS,s).

De modo geral, o incremento nos valores de CAP e/ou T pode produzir um
incremento nos valores de Chl (Tabela 05). Porém, o incremento nos valores de S
pode provocar uma diminuicdo nos valores de Chl. Como é esperado, devido a
relacdo entre Chl e Pcp mostrada na Equacdo 07, é possivel realizar a mesma
avaliacdo para ambos os parametros.

A Tabela 02 mostra que os valores de contetdo de clorofila-a atingidos em
condicbes Otimas de tratamento foram maiores do que os obtidos em outras
publicacdes no cultivo de A. platensis com meios de similar composicdo, porém
utilizando FBR abertos e fechados. De fato, um efeito de sombreamento devido a
elevada concentracdo de biomassa no final dos experimentos deste trabalho pode
ter produzido o incremento na producédo de clorofila para melhorar a eficiéncia na
captura de fétons e assim, compensar a baixa quantidade de luz recebida pelas
células (RODRIGUES et al., 2010).

6.2.3.2 Conteudo de lipideos e proteinas

Os valores de teores de lipideos obtidos nesta parte do trabalho, praticamente
nao apresentaram variacao (Tabela 05). Da mesma forma, ndo houve diferenca com
os valores de lipideos dos experimentos em meio padrdao (CAPS,3-CAPS,s) e
exaurido sem tratamento (CAPS,6-CAPSs). Esses resultados estao justificados pelo
fato da A. platensis somente alterar a condicdo de producgéo de lipideos em extrema
deficiéncia de nitrogénio no meio de cultivo (SASSANO et al., 2010). Como
mencionado anteriormente, os resultados sdo da mesma ordem de grandeza que o
valor obtido (7,2 %) por Rafiqul, Jalal e Alam (2005) em cultivo de A. platensis em
FBR fechado sob diferentes condicbes ambientais como luz, temperatura e pH.
Porém, os conteudos totais de lipideos obtidos nesta etapa séo menores do que 0s
valores (19,2 — 20,9 %) reportados por Rodrigues et al. (2010) que usaram nitrato de

potassio e cloreto de aménio simultaneamente em FBR abertos.
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A Tabela 05 mostra que os conteudos de proteina (46,0 — 60,7 %) na

biomassa cultivada em meios tratados variaram segundo cada condicao
experimental adotada.
Uma analise direta dos resultados da Tabela 05 ndo permite estabelecer uma
relacdo direta das condigcbes experimentais e o0s teores de proteina das
correspondentes biomassas, sendo somente possivel fazer esse tipo de estimativa
com a regressao multivaridvel, apresentada no item a seguir. Os valores de PTN nos
experimentos de confirmacao da otimizacdo (CAPS,o-CAPS,,) foram 117 % maiores
do que os valores nos experimentos em meio padrdo (CAPS,3-CAPSy5) e 102 %
maiores do que 0s experimentos em meio exaurido sem tratamento (CAPSys-
CAPSyg).

Tendo em vista que tanto o meio tratado como 0 meio ndo tratado sao
adicionados de nitrato de sodio antes do inicio dos cultivos, fica evidente que o
nitrogénio, elemento mais comumente relacionado com o teor de proteina da
biomassa de A. platensis (SASSANO et al.,, 2010), ndo foi o determinante das
diferencas encontradas. Dessa forma, o tratamento de meio pode ter removido
certos componentes ou deixado algum residuo, o que provavelmente favoreceu a
biosintese de proteinas. Nesse sentido, numa primeira tentativa de esclarecimento
deste fato, Morocho-Jacome; Carvalho (2013a) verificaram o efeito do EDTA e do
ion férrico no crescimento e composicdo de A. platensis. Como comentado
anteriormente, neste trabalho foi demonstrado o efeito benéfico do EDTA e do
sulfato férrico no meio padrao Schldsser (1982). Adicionalmente, Morocho-Jacome;
Carvalho (2013b) testaram o efeito da presenca de EDTA e cloreto férrico no mesmo
meio padrdo. Os resultados de ambos os trabalhos sugerem que o sal sulfato foi
mais efetivo que o sal cloreto, porém sdo necessarios estudos adicionais para inferir
se o efeito € devido aos anions propriamente ditos ou se também estdo envolvidos
outros fatores, como remocdo de componentes do meio associados ou ndo a
presenca desses anions.

Como mencionado anteriormente, os valores de PTN (46,0 — 60,7 %) desta
parte do trabalho foram maiores que os apresentados por Ferreira et al. (2010), que
produziram biomassa com contetdo de proteina de 28 — 38 % em FBR tubular com
processo descontinuo alimentado utilizando sulfato de aménio como fonte de
nitrogénio, bem como os valores (27,3 — 43,7 %) de Bezerra et al. (2008) que

usaram FBR abertos com cloreto de amonio como fonte de nitrogénio.
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6.2.4. Andlise Estatistica

A Tabela 06 resume os resultados de analise de regressdo multivariavel
referente aos experimentos CAPS;-CAPS;9 (Tabela 05) bem como os resultados
correspondentes a andlise de variancia de cada uma das variaveis dependentes em
funcdo dos valores codificados das variaveis independentes.

As trés variaveis independentes tiveram significancia estatistica nos valores
de RA2s4 @ RA440. O ajuste para a regressdo de RAs, (R? ajustado = 0,90, P < 0,001)
mostrou valores negativos dos coeficientes quadréaticos ci2 e ci3 (Tabela 06). Os
coeficientes lineares by; e biz (X1 e X3 respectivamente), o coeficiente quadratico c1;
(X1?) e o coeficiente de interacdo (X;Xs) foram desconsiderados por ndo terem
significancia estatistica. Além disso, ha uma interacdo negativa entre X; e X, e uma
interacao positiva entre X, e X3. Por outro lado, o ajuste para a regressao de RA440
(R? ajustado = 0,85, P < 0,001) também mostrou valores negativos dos coeficientes
quadraticos ¢y, e cp3 (Tabela 06). O coeficiente linear by (X1), 0 coeficiente
quadratico c,; (X:%) e os coeficientes das interacdes (XiX, e XoX3) foram
desconsiderados por ndo terem significancia estatistica. Os Graficos 06A e 06B
ilustram as superficies de resposta de RA2s4 € RA440, respectivamente, em funcéo de
X, e Xz mantendo X; no nivel central (CAP = 40,0 mg L%). Nos valores
intermediarios de Xi, X, e X3 foram atingidos os maiores valores de remocao (RAzs4
e RA440), explicando assim os resultados apropriados de crescimento celular.

A regressdo multivariavel de X, (R? ajustado = 0,87, P < 0,001) permitiu obter
a equacao a seguir, representada no Grafico 06C considerando a quantidade de
carvao ativado em po (X;) no nivel central do planejamento experimental (CAP =
40,0 mg L™):

Xm = 4520 + 392,7 Xy + 315,4 X3 — 1055,8 X;* — 440,7 X5° — 554,3 X3 + 472,1 XoX3
(Equacéo 10)

A derivacdo da Equacao 10 permitiu obter os valores codificados X; = 0,0, X,
= 0,775 e X3 = 0,614 como pontos de 6timo. Esses valores representam, 40,0 mg L™
de carvdo ativado em po6, 32,8 mg L™ de sulfato férrico e 36,1 min de tempo de
contato, respectivamente, com uma concentragcao celular maxima esperada de 4769
mg L. Assim, os cultivos de 6timo (CAPS,-CAPS,,), foram realizados para

confirmag&o do modelo com estas condicdes.
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O valor médio da concentracdo celular maxima (Xm = 4863 + 65 mg L) dos
experimentos de confirmagéo da otimizagédo é 2 % maior do que o valor estimado a
partir da Equacdo 10 (4769 mg L™), confirmando a utilidade da regressédo

multivaridvel na otimizac&o das condi¢Bes experimentais para maximizacéo de Xp,.

Tabela 06 — Coeficientes de correlacdo estimados pela Equagéo 08 na predicdo dos
parémetros RA54, RA440, Xm, Px, Ch|, Pchni e PTN.

Parametro RA254 RA440 Xm Px Chl PChI PTN
i=1 i=2 i=3 i=4 i=5 i=6 i=7
65,08 57,72 4520 638,9 28,1 17,9 57,50
bij
=1 0 0 0 0 0 0 0
=2 -3,81 -4,541 392,7 56,08 1,186 1,597 0
=3 0 -1,661 315,4 45,30 0 0 1,243
=1 0 0 -1055,8 -150,9 -6,900 -6,007 -1,135
=2 -8,878 -4,480 -440,7 -63,12 -4,089 -3,372 -1,855
J=3 -13,96 -9,223 -554,3 -79,29 -2,508 -3,196 -3,436
iy
ji=1,2 -2,50 0 0 0 0 0 -0,988
i=1,3 0 3,00 0 0 0 0 1,013
ii=2,3 2,75 0 472,1 67,5 0 0 1,613
Feaic 33,53 21,64 20,87 20,94 30,27 30,81 14,54
R? ajustado 0,90 0,85 0,87 0,87 0,87 0,87 0,84

Valor P < 0,001 <0,001 <0001 <0001 <0,001 <0,001 <0,001

A regressédo obtida para P (R?> = 0,87, P < 0,001) (Gréfico 06D, Tabela 06)
tem a mesma analise que para X, devido a relacdo descrita pela Equacao 05.

A relacdo entre Chl e Pcn apresentadas nas Equacdes 06 e 07 permite
explicar o comportamento similar para ambos os parametros. Os Graficos O6E e 06F
ilustram as superficies de resposta de Chl e Pcy, em funcdo de X, e X3 mantendo X;
no nivel central (CAP = 40,0 mg L), demonstrando que valores elevados de Chl e
Pch acontecem em niveis intermédios das variaveis independentes avaliadas.

O Gréfico 06G apresenta a superficie de resposta de PTN em funcédo de X, e
X3 mantendo X; no nivel central (CAP = 40,0 mg L™). De modo geral, o perfil do
Grafico 06G correspondente a superficie de resposta de PTN frente aos niveis das
variaveis independentes se assemelha ao perfil do Grafico 06C que representa a

superficie de resposta para Xpm.
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A regressdo multivaridvel também foi aplicada aos dados experimentais de
LIP, porém nao foi evidenciado efeito das variaveis independentes.
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Gréafico 06 — Superficie de resposta de A. RAzs4, B. RA440, C. Xm, D. Px, E. Chl, F.
Pcn € G. PTN em funcéo dos valores codificados de quantidades de sulfato férrico
(X2) e tempo de contato (X3) considerando a quantidade de carvao ativado em poé
(X1) no nivel central do planejamento (CAP = 40,0 mg L™).
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6.3 Otimizacao das condi¢cdes de tratamento de meio de cultivo proveniente de
processo descontinuo alimentado com uso de cloreto férrico e carvéao

ativado granulado em coluna

6.3.1 Remocéao de matéria organica e pigmentos

A remocéo de MO e clorofila-a usando CAG e F pode favorecer o crescimento
de A. platensis nos meios reaproveitados apés os tratamentos aplicados.

A floculagdo com F tem por objetivo aglomerar MO que se encontra em
suspensao (ou em estado coloidal) e alguma MO que se encontra dissolvida, em
particulas maiores que possam ser removidas posteriormente mediante a sua
adsorcdo em particulas de CAG.

As variaveis independentes RA,s, € RA44 foram estudadas para avaliar a
remocdo de MO e pigmentos, respectivamente. No caso de tratamento de 4guas, a
presenca de MO pode provocar uma reducdo da capacidade de acdo dos carvdes
ativados pela presenca de compostos que podem interferir no processo de adsorcéo
de substéancias potencialmente téxicas (EBIE et al.,, 2001). Isso evidencia a
aplicabilidade do CAG para as remoc¢6es de MO e pigmentos nos meios a serem
reaproveitados.

Na Tabela 07 sdo apresentados os valores de remocdo de absorbéancia
(RA2s4 e RA44) nos diferentes tratamentos realizados segundo planejamento
experimental adotado. O processo de floculacdo com F seguido de adsor¢cdo em
coluna de CAG permitiram o0 sucesso nas remogOes de MO (73 — 90 %) e de
pigmentos (77 — 94 %).

Os maiores valores de remocéo (RA440 € RA440) foram atingidos nos testes de
confirmacédo da otimizacdo CAGF2,-CAGF2, (90 % e 93 %, respectivamente). Esses
resultados tém a mesma ordem de grandeza dos reportados por Odegaard (1979)
que relataram remocdo de sélidos suspensos entre 95 % e 98 % em Aaguas
residuarias.

A analise multivariavel inicial foi feita utilizando os resultados da parte A da
Tabela 07 para atingir o valor maximo de X,. Porém, a solucdo matemética teve
valores de T muito elevados (167,29 min) o que tornaria o processo inviavel do
ponto de vista industrial, apesar de que os valores de R? ajustado foram satisfatérios

(0,75). Esse tipo de estimativa pode ocorrer em modelos matematicos que visam a
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obtencdo de ponto de maximo quando ainda n&o foram atingidos os resultados
apropriados nessa faixa de estudo. Assim, o planejamento experimental inicial foi
expandido segundo Fratelli et al. (2005) para determinar o0 maximo valor matematico
para T, devido a que a otimizacdo do tempo de residéncia (T) € uma chave
importante no processo, contribuindo para a diminuigdo de recursos econdmicos no
reuso de meio de cultivo de A. platensis. Dessa forma os testes CAGF,, e CAGF2;
foram acrescentados no planejamento experimental.

A MSR aplicada aos valores de RAzs4 € RA44 (Tabela 07, Partes A e B)
produz um modelo matematico apropriado (P < 0,001, em ambos os casos). O ajuste
da regresséao para RA2s4 tem valores negativos dos coeficientes quadraticos c11 € Ci2
(Tabela 08) que representam os valores de Xi, e X, respectivamente, mostrando o
méximo valor de RAz, dentro da &rea da superficie de resposta. O valor de R?
ajustado de 0,90 e o valor baixo de P (P < 0,001) confirmam sua significancia
estatistica (Tabela 08).

O ajuste para os valores de RA4o (R? ajustado = 0,81, P < 0,001) tem o
mesmo comportamento matematico que RAzs4 (Tabela 08). Os Gréaficos 07A e 07B
ilustram os graficos de superficie de resposta de RA2s4 € RA440, respectivamente, e
os Gréaficos 08C e 08D representam seus respectivos graficos de contorno, em
funcdo de X; e X, mantendo X3 no nivel central do planejamento (T = 30,0 min).

6.3.2. Crescimento celular
6.3.2.1. Parametros cinéticos

A Tabela 07 mostra os resultados de crescimento celular de A. platensis nos
meios apos seus respectivos tratamentos (Partes A e B), bem como os testes
adicionais com meios padréo e reaproveitado sem tratamento (Parte D). Os valores
de X, dos experimentos variam entre 1943 e 3281 mg L™. Como foi explicado
anteriormente, cada meio tratado foi utilizado depois da reposicéo total da fonte de
nitrogénio segundo o meio padrédo Schlésser (1982). Assim, podemos dizer que o
crescimento variou devido aos diferentes tratamentos empregados. Além disso, as
concentracgoOes finais de nitrato que foram medidas ao final dos experimentos foram
muito baixas (0,03 — 0,1 g L™), como consequéncia do crescimento n&o limitado por

carbono.
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Tabela 07 — Crescimento de A. platensis em meios tratados com carvao ativado granulado e cloreto férrico segundo planejamento
experimental, utilizando frascos Erlenmeyer.

é % X b e CAG* F T  RAx® RAL' X Chl-a" PTN' LIP Py Chl Pen™
nf= (@ (mgL?") (min) (%) (%) (mgL") (mgL") (%) (%) (mgL'd") (mgg") (mgL*d")
Parte A: Planejamento experimental inicial
CAGF, -1 -1 -1 70,0 6,0 20,0 88 92 2844 40 349 8,1 399 14 5,6
CAGF, 1 -1 -1 130,0 6,0 20,0 83 81 2618 33 36,1 74 367 13 4,6
CAGF, -1 1 -1 70,0 14,0 20,0 80 79 2261 29 349 8,2 316 13 41
CAGF, 1 1 -1 130,0 14,0 20,0 82 80 2241 30 332 7,7 313 13 41
CAGF; -1 -1 1 70,0 6,0 40,0 82 80 2203 29 389 74 308 13 4,0
CAGFq 1 -1 1 130,0 6,0 40,0 83 81 2657 34 409 71 372 13 4,8
CAGF, -1 1 1 70,0 14,0 40,0 84 83 2736 27 41,3 8,3 384 10 3,7
CAGFg 1 1 1 130,0 14,0 40,0 77 80 3140 45 399 71 441 14 6,3
CAGF, -1,687 0 0 49,4 10,0 30,0 89 92 2179 38 389 7,3 304 17 5,2
CAGF,, 1,687 0 0 150,6 10,0 30,0 82 80 2528 35 39,0 7,2 354 14 49
CAGF,; 0 -1,687 0 100,0 3,3 30,0 78 81 2017 20 38,6 8,1 281 10 2,7
CAGF,, 0 1,687 0 100,0 16,7 30,0 73 77 1943 18 37,8 7,7 270 9 2,6
CAGF 3 0 0 -1,687 100,0 10,0 13,1 92 94 2038 19 341 79 284 9 2,6
CAGF, 0 0 1,687 100,0 10,0 46,9 90 93 3240 112 449 8,3 456 35 15,8
CAGF 5 0 0 0 100,0 10,0 30,0 90 93 3024 96 439 85 425 32 13,5
CAGF 4 0 0 0 100,0 10,0 30,0 90 93 3061 93 441 8,2 430 30 13,1
CAGF,, 0 0 0 100,0 10,0 30,0 90 93 3048 91 442 8,0 428 30 12,7
CAGF 0 0 0 100,0 10,0 30,0 90 93 3096 92 441 8,2 435 30 12,9
CAGF, 0 0 0 100,0 10,0 30,0 90 93 3077 92 440 84 432 30 12,9
Parte B: Expanséao do planejamento
CAGFy 0 0 3 100,0 10,0 60,0 90 93 3281 115 449 8,3 462 35 16,2
CAGF,; 0 0 5 100,0 10,0 80,0 90 93 3195 111 449 84 449 35 15,7



Continuacéo Tabela 07

Parte C: Confirmacéo da Otimizacdo

CAGF,, 0,280 0 0,079 108,4 10,0 30,8
CAGF,; 0,280 0 0,079 108,44 10,0 30,8
CAGF,, 0,280 0 0,079 108,44 10,0 30,8
Parte D: Experimentos adicionais

CAGFys" - - - - - -
CAGFy" - - - - - -
CAGF,;" - - - - - -
CAGF° - - - - - -
CAGFy° - - - - - -
CAGF3,° - - - - - -

90
90
90

93
93
93

3054
3161
3204

2682
2531
2456
2901
2750
2816

107
112
114

32
31
30
36
34
35

44,9
44,9
44,9

27,8
27,8
27,0
31,2
30,2
30,3

8,3
8,3
8,3

7,5
7,2
7,0
8,2
8,4
8,3

429
444
451

376
354
344
407
386
395

35
35
35

12
12
12
12
12
12

103

15,1
15,7
16,0

4,5
4,3
4,2
51
4,8
4,9

4Valores codificados de carvéo ativado granulado (CAG)

®Valores codificados de quantidades de cloreto férrico (F)

“Valores codificados de tempo de residéncia (T)

4 Massa de CAG (g) utilizada para tratamento de 2 L de meio exaurido
¢ Remocéo de absorbancia em comprimento de onda 254 nm

f Remocdo de absorbancia em comprimento de onda 440 nm

9 Concentragdo maxima de biomassa

."Concentragéo de clorofila-a na suspenséo celular

'Conteudo total de proteinas na biomassa seca

'Conteudo total de lipideos na biomassa seca

“Produtividade celular

' Contetido de clorofila-a na biomassa seca

™ Produtividade de clorofila-a

" Teste em meio padréo (SCHLOSSER, 1982) com 2,5 g L™ NaNO,

° Teste em meio exaurido apds cultivo em batelada, sem tratamento prévio, com reposicdo de 2,5 g L™ NaNO,
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Tendo em vista que 0 objetivo era otimizar o crescimento do micro-organismo
no meio reaproveitado, o parametro X, dos cultivos CAPG;-CAPG;; foram utilizados
nessa otimizacao.

A equacao obtida na analise de regressao para concentracao celular maxima
(Xm) foi:

Xm= 3006 + 87,69 X; + 211,36 X3— 177,84 X1 — 309,08 X,? — 36,27 X3* + 138 X1X3
+ 247 XoX3 (Equacéo 11)

Apés a derivacdo da Equacdo 11, chegou-se aos valores codificados X; =
0,28, X, =0 e X3= 0,079 como os correspondentes pontos de 6timo. Esses valores
representam, 108,4 g de carvéo ativado granulado, 10 mg L™ de cloreto férrico e
30,8 min de tempo de residéncia, respectivamente. Assim, os cultivos de 6timo
(CAGF2,-CAGF,,), foram realizados para confirmacdo do modelo, com estas

condicdes pré-determinadas.

Tabela 08 — Coeficientes de correlacdo estimados pela Equacéo 08 na predicdo dos
parametros RA2s4, RA440, Xm, Chl, PTN, Px e Pch.

Parametro RAs, RA440 Xm Chl PTN Py Pchi
Yi i=1 i=2 i=3 i=4 i=5 i=6 i=7
a 90,33 92,64 3006 27,09 42,85 422,3 12,23
bii

=1 -1,520 -2,355 87,69 0 0 12,44 0
j=2 -1,566 -1,369 0 0 0 0 0
j=3 -0,272 0 211,36 2,184 3,016 30,22 1,889
Cij
=1 -1,955 -3,208 -177,84 -5,056 -1,808 -25,39 -2,900
j=2 -5,479 -5,667 -309,08 -7,164 -2,072 -44,19 -3,602
j=3 0 0 -36,27 0 -0,574 -5,19 -0,249
dij
ji=1,2 0 0 0 0 -0,788 0 0
ji=1,3 0 0 138 0 0 19,5 0
i=2,3 0 2 247 0 0 35,25 0
Feac 35,23 18,24 11,64 21,33 24,19 11,62 22,01
R%ajustado 0,90 0,81 0,79 0,75 0,85 0,79 0,81

Valor P <0,001 <0,001 0,001 < 0,001 < 0,001 0,001 < 0,001
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Gréafico 07 — Superficies de resposta de: A. RA2s4, B. RA440 € graficos de contorno
de: C. RA254 € D. RA440 em funcao dos valores codificados de quantidades de carvao
ativado granulado (X;) e cloreto férrico (X,) considerando o tempo de residéncia (Xs)

no nivel central do planejamento (T = 30,0 min).
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O valor médio da concentracdo celular maxima (Xm = 3140 + 77 mg L) dos
experimentos de confirmacdo da otimizacédo é 4 % maior do que o valor estimado a
partir da Equacdo 11 (3030 mg L™), confirmando a utilidade da regressdo
multivariavel na otimizacdo das condi¢cdes experimentais para maximizacdo de Xpm.
Esses valores da Tabela 07, parte C (X = 3140 + 77 mg L™) s&o 23 % maiores do
gue o valor médio dos testes realizados com meio padrdo, CAGF,s-CAGF,; (Tabela
07, parte D) e também sdo 11 % maiores do que o valor médio dos testes
realizados em meio reaproveitado sem tratamento, CAGF,;-CAGF;, (Tabela 07,
parte D). Esses resultados confirmam a influéncia da remocdo da MO no
crescimento de A. platensis em meio reaproveitado apos condi¢des 6timas de CAG,
F e T, bem como a validade da metodologia aplicada nesta parte do trabalho. Como
comentado anteriormente, considerando ainda os resultados de X, em condi¢cdes
otimizadas de tratamento, € importante mencionar que esse crescimento adicional
pode ter sido decorrente também da presenca de ion férrico residual.

O Gréafico 08 mostra que as curvas de crescimento dos experimentos de
confirmacéo da otimizacéo (CAGF,,-CAGF,4) tem valor maior de Xy, €, no entanto,
os valores menores de X correspondem aos experimentos realizados com meio
reaproveitado sem tratamento (CAGF.-CAGF3,). Esses valores diferentes de Xp
foram atingidos provavelmente pela complexidade de fenbmenos envolvidos nos
processos de coagulacdo e floculacdo que produziram meios tratados com
caracteristicas proprias.

Rangel-Yagui et al. (2004), trabalhando com intensidades luminosas da
ordem de até 5,60 klux (67,2 pmol fotons m™2 s?), verificaram que ndo havia
limitacdo de nitrogénio em cultivos realizados com KNO3; como fonte de nitrogénio.
Considerando os cultivos realizados neste trabalho, onde foram empregadas
intensidades luminosas bem maiores (120 umol fétons m-? s), o consumo de nitrato
foi maior provavelmente devido a maior energia fornecida aos cultivos. Observou-se
nos cultivos adicionais com meio padrdo (CAGF2-CAGF27) e meio reaproveitado
sem tratamento (CAGF2s-CAGF3), menor consumo de nitrato que nos outros
experimentos, decorrente do menor crescimento celular. O consumo quase que total
do nitrato adicionado nos cultivos indica a aplicabilidade dos tratamentos do

planejamento experimental, nesta parte do trabalho.
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Finalmente, analisando os valores de produtividade celular, confirma-se o
determinado pelos valores de concentracdo celular maxima devido a relacao
existente entre X, e Px dada na Equacé&o 05 e pela utilizacdo do mesmo tempo de
cultivo em todos os experimentos. Portanto, a regressao obtida para os valores de
Px (R? ajustado = 0,79, P = 0,001) tem a mesma andlise que X (Tabela 08),
podendo ser observada pelo mesmo perfil das superficies de resposta encontradas
(Gréficos 09A e 09B).
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Gréafico 08 — Cultivo de A. platensis em frascos Erlenmeyers sob diferentes
condicbes de tratamento. CAGF15-CAGF19: Testes do ponto central do desenho
experimental (CAG = 100,0 g, F = 10,0 mg L™, T = 30,0 min (+), CAGF.»-CAGF.:
Confirmacédo da otimizacdo (CAG = 108,4 g, F = 10,0 mg L™, T = 30,8 min (m),
CAGF5-CAGF,;: Meio padrao (---), CAGF,-CAGF3: Meio reaproveitado sem

tratamento (), barras de erro correspondem ao desvio padrao.
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6.3.2.2 Composicao da biomassa

6.3.2.2.1 Contetido de clorofila-a

Embora o meio reaproveitado tenha sido utilizado apds a reposicdo de
mesma quantidade de NaNOs; como fonte de nitrogénio, os valores de clorofila-a
atingidos no final do crescimento apresentaram diferentes valores (Tabela 07). O
valor médio de conteudo de clorofila-a na biomassa dos experimentos de
confirmacéo da otimizacdo (CAGF2,-CAGF,4) (35 mg Chl-a g células™) foi maior em
192 % do que o valor dos testes em meio padrdo (CAGF5-CAGF,7) e meio
reaproveitado sem tratamento (CAGF,s-CAGF3) (12 mg Chl-a g* células, para
ambos). Assim, os maiores valores de produtividade em clorofila-a (15,6 + 0,5 mg L
1 d"Y foram atingidos nesses experimentos de otimizac&o.

Devido a relacao entre Chl e Pc dada nas Equacbes 06 e 07, a regressao
para ambos 0s parametros tém o mesmo comportamento. O ajuste na regressao de
Chl e Pcp (R? ajustado = 0,75 e 0,81, respectivamente, P < 0,001 em ambos casos)
tem valores negativos dos coeficientes quadraticos. Os coeficientes lineares byi, baa,
b71 e b7, bem como todos os coeficientes das interacées foram eliminados devido a
gue foram considerados nao significativos estatisticamente.

Os Gréficos 09C e 09D ilustram os graficos de superficie de resposta de Chl e Py,
respectivamente, em fungéo de X; e X3, mantendo X, no nivel central do

planejamento (F = 10,0 mg L™).

6.3.2.2.2 Contetdo de lipideos e proteinas

Os teores de lipideos obtidos nos pontos de 6timo séo de 8,3 % (Tabela 07,
parte C), sendo esses resultados, da mesma ordem de grandeza que o obtido (7,2
%) por Rafiqul, Jalal e Alam (2005) em cultivo de A. platensis em FBR fechado sob
diferentes condi¢cdes ambientais como luz, temperatura e pH. Porém, os conteudos
totais de lipideos obtidos nesta parte do trabalho sdo menores do que os valores
(19,2 — 20,9 %) reportados por Rodrigues et al. (2010), que usaram nitrato de
potassio e cloreto de aménio simultaneamente em FBR abertos, evidenciando a

influéncia das condi¢cdes ambientais na producéo de lipideos.



110

Foi feita a regressdao multivaridvel com os valores de lipideos totais, LIP
(Tabela 07, partes A e B), mas os resultados nao foram influenciados pelas
condicbes experimentais e, portanto, esses resultados ndo foram apresentados
neste trabalho.

Por outro lado, € bem conhecido que o conteido de proteinas de muitas
cianobactérias € afetado pelos diversos fatores nutricionais e ambientais presentes
no cultivo (OLGUIN et al., 2001). Assim, Sassano (2004) demonstrou que os teores
de proteinas nas biomassas decairam significativamente, a valores que chegaram a
16,5 %, em cultivos realizados sob limitagcao de nitrogénio.

O valor do teor de proteinas na biomassa dos cultivos de confirmagédo da
otimizacdo (CAGF,,-CAGF,,) foi 44,9 %, sendo esse valor maior do que aqueles
atingidos nos experimentos em meio padrdo (CAGF2-CAGF27) (27,5 £ 0,5 %) e
meio reaproveitado sem tratamento (CAGF,s-CAGF3) (30,6 £ 0,6 %). Assim, fica
evidenciado que o tratamento do meio nas condi¢cOes estabelecidas para otimizagao
de crescimento celular também tem efeitos benéficos no teor proteico da biomassa
produzida.

A Tabela 08 mostra os valores dos coeficientes da regressao multivariavel de
PTN. Os valores negativos dos coeficientes quadraticos mostram a existéncia de um
ponto maximo dentro da area de superficie de resposta. O Gréfico 09E apresenta a
superficie de resposta dos valores codificados de PTN, considerando os valores
codificados de CAG (X;) e T (X3), mantendo F (X2) no nivel central do planejamento
(F=10,0 mg L ™.

Os valores de teor proteico encontrados nesta parte do trabalho também sédo
maiores que os valores (28 — 38 %) reportados por Ferreira et al. (2010), que
trabalharam com FBR tubulares usando processo de batelada alimentada e sulfato
de ambnio como fonte de nitrogénio. Adicionalmente, esses valores sdo da mesma
ordem de grandeza dos valores (27,3 — 43,7 %) reportados por Bezerra et al. (2008),
gue trabalharam com FBR aberto e cloreto de amdnio como fonte de nitrogénio. Isso
indica que nesses ensaios houve disponibilidade de nitrogénio suficiente tanto para
0 crescimento celular quanto para a producdo de nitrogénio organico, na forma de

proteinas, como material de reserva da célula.
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Finalmente, os valores de proteina atingidos neste trabalho sdo menores dos
valores (49,3 — 51,5 %) reportados por Rodrigues et al. (2010) que avaliaram o uso
simultaneo de nitrato de potassio e cloreto de amdnio como fonte de nitrogénio em
FBR abertos, provavelmente pelo fato destes autores terem trabalhado com duas

fontes de nitrogénio complementares.
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6.4 Utilizagcdo dos meios tratados em condi¢cBes Otimas em fotobiorreator

tubular

6.4.1 Crescimento celular em fotobiorreator tubular

Procurando verificar se as condi¢cbes de otimizacdo de tratamento de meio
obtidas para cultivos em frascos Erlenmeyer poderiam ser aplicadas para cultivos
em FBR tubulares, que apresentam maior demanda de nutrientes, o meio tratado em

condicdes 6timas também foi testado em FBR tubulares de 3,5 L.

Como comentado anteriormente, no tratamento com CAG e F, os valores
experimentais de X, ap6s condi¢des 6timas de tratamento quando usados frascos
Erlenmeyers foram maiores do que os valores em meio padrdo. No entanto, em FBR
tubulares, os valores de X, (4033 + 110 mg L™, Tabela 09) atingidos em meio
tratado com CAG e F foram menores (P < 0,001, Tabela 09) do que os valores (4241

+ 84 mg L™, Tabela 09) em meio padréo.

Por outro lado, a Tabela 09 e o Grafico 10 mostram que os valores de X, e Px
dos cultivos realizados em meios tratados com CAP e F ou CAP e S foram maiores
(P < 0,001, Tabela 09) do que os valores em meio padrdo. Estes valores permitem
afirmar que as condi¢Bes Gtimas dos tratamentos produziram meios apropriados a
serem reusados em maior escala, ja que o FBR tubular precisa de maior consumo

de nutrientes devido a elevada produtividade celular (Tabela 09) nesse tipo de

sistema de cultivo.
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Tabela 09 — Crescimento de A. platensis em meios tratados utilizando FBR

tubulares. P

Xin® Chl-a® PTN' LIP? (NOs) " P, Chl

Meio de cultivo

(mg L™) (mg L™ (%) (%) @@Ly  (mgL'd®) (mgg?)
Tratado com
CAP eF, 4991 + 161" 102,3+1,0" 538+1,3" 75+01% 0,04+002" 656+23*% 205+07"
Item 6.1
Tratado com
CAPeS, 4658 +117% 96,0+2,1% 573+25" 7,7+02"® 0,06+002" 608+17% 206+0,7"
Item 6.2
Tratado com
CAGeF, 4033+ 110¢ 38,9+23° 473+26% 79+03"® 0,06+001% 519+16° 9,7+0,3°
Item 6.3
Padrao
(SCHLOSSER, 4241+84¢ 328+1,7° 348+26° 81+0,3" 004+001° 549+12°¢ 7,7+0,3°
1982)
vValor P° < 0,001 < 0,001 < 0,001 0,023 < 0,001 < 0,001 < 0,001

% Média dos testes realizados em triplicata
® Diferentes letras maitisculas foram usadas para as médias estatisticamente diferentes, para cada
resposta avaliada, segundo teste de Tukey

¢ Valor P obtido de ANOVA

d Concentragdo maxima de biomassa

¢ Concentracao de clorofila-a na suspenséo celular
"Conteudo total de proteinas na biomassa seca

9 Contetdo total de lipideos na biomassa seca
_hConcentragéo final de nitrato

' Produtividade celular

! Contetido de clorofila-a na biomassa seca

6.4.2 Composicao de biomassa obtida em fotobiorreator tubular

Os valores de LIP na biomassa obtida a partir de FBR tubulares utilizando
meio tratado em trés condicbes (CAP e F, CAP e S ou CAG e F) séao
estatisticamente iguais. Porém, os testes com uso de CAP e F levaram a formacao
de biomassa com LIP menor que o cultivo padrédo (Tabela 09). Confirmou-se que
esses resultados sdo da mesma ordem de grandeza que o valor obtido (7,2 %) por
Rafiqul, Jalal e Alam (2005) que cultivaram A. platensis em FBR fechado utilizando
diferentes condi¢fes de intensidade luminosa, temperatura e pH.

A Tabela 09 mostra que os valores de PTN e Chl em FBR tubulares com
meios reaproveitados sdo maiores do que os valores atingidos em meio padréo,
sendo o melhor tratamento com CAP e S. Portanto, é possivel inferir que as
condicdes Otimas de tratamento podem favorecer o incremento da qualidade

nutricional da biomassa inclusive em FBR de maior escala.



114

Os valores de PTN em FBR tubular apés os tratamentos testados sao
maiores que os valores reportados por Ferreira et al. (2012), que utilizaram sulfato
de amoénio e nitrato de soédio, simultaneamente, atingindo valores de 30,7 % de

teores de proteinas com associacdo de 75 % NaNO3 e 25 % (NH4).SO,.
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Grafico 10 — Crescimento celular durante o cultivo de A. platensis em meios
tratados usando FBR tubulares. Meio tratado com CAP e F ( —-), Meio tratado com
CAP e S (---); Meio tratado com CAG e F (----), Meio padrdo (——), barras de erro

correspondem ao desvio padrao.
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6.5 Tratamento continuo de meio com carvéao ativado granulado e simultaneo

uso do meio tratado em processo continuo de cultivo

Neste sub-item, sdo apresentados os resultados de um processo de producéo
continua de A. platensis em FBR tubular em que a suspensao celular é
continuamente filtrada para remoc¢édo e colheita das células produzidas e o meio
exaurido é também continuamente tratado em coluna com CAG, sendo incorporado
ao sistema o meio tratado em diferentes propor¢cées. Maiores detalhamentos das
condicdes de cultivo continuo e de tratamento de meio sdo encontrados nos itens
4.4.1.2 e 4.4.2.1.4, respectivamente, sendo o valor do pH do meio misto fixado em
9,0 £ 0,1 (item 4.2).

6.5.1 Cultivo continuo com meio fresco

A Tabela 10 mostra os resultados de cultivo continuo de A. platensis na
primeira condicdo de estado estacionario (C.) em meio fresco com 3,1 mmol L*
ureia, sendo a representacdo grafica desta condicdo apresentada no Grafico 11. A
segunda e terceira condicbes, C, e C., respectivamente (Grafico 11) utilizaram meio
misto, meio resultante da mistura de meio fresco contendo 3,1 mmol L™ ureia como
fonte de nitrogénio e de meio tratado sem (Cp) ou com (C.) adicdo de 3,1 mmol L™
ureia (Tabelas 11 e 12, respectivamente).

O processo continuo foi precedido por cultivo descontinuo alimentado até o
quinto dia de cultivo (Grafico 11) para atingir uma concentracdo celular um pouco
maior do que a correspondente aquela primeira condicdo de estado estacionario
(MATSUDO et al., 2011), permitindo assim, diminuir o tempo para atingir dita
condicdo. De um modo geral, apenas dois dias foram necessarios para atingir esta
primeira condicdo apos ter comecado 0 processo continuo sem reuso de meio (C,,
Gréfico 11) e o estado estacionario nesta condicdo foi atingida entre o sétimo e
décimo dia de cultivo. Como descrito no item 4.4.2.1.4 e sendo C, igual em todos os

experimentos, confirma-se que nao houve diferenca estatistica entre as medias.
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Gréfico 11 — Concentracéo celular em funcdo do tempo de cultivo continuo de A. platensis utilizando diferentes propor¢gdes de meio

tratado, sem adicdo, Cp, ou com adicdo, C., de ureia. Cada uma dessas condi¢bes foi precedida por uma etapa de cultivo

descontinuo alimentado (0 a 5 dias) e uma etapa de processo continuo onde se utilizou apenas meio fresco (5 a 10 dias) (Cy).
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Tabela 10 — Resultados experimentais de cultivo continuo de A. platensis em estado
estacionario usando meio fresco com 3,1 mmol L™ ureia (C.) e vazdo especifica de
alimentacdo (D) de 0,6 d™*.

_ Xsa? Py’ PTN,¢
Experimento®
(mgL™h (mg L™ dY (%)
EC;: 1981 + 29 1189 46 £ 0,2
EC, 1998 + 10 1199 43 +0,5
EC; 2082 + 13 1249 41 +0,3
EC, 1988 + 6 1193 36 +0,6

% Experimentos de cultivo continuo 1 — 4 correspondem & mesma condicdo experimental (Ca), porém
prévios aos cultivos continuos usando 25, 50, 75 e 90 % de meio tratado, respectivamente

b Concentragdo celular na primeira condi¢cdo de estado estacionério, meio fresco com 3,1 mmol L™ ureia

¢ Produtividade celular na primeira condi¢&io de estado estacionario, meio fresco com 3,1 mmol L™ ureia

¢ Contetido de proteina na biomassa na primeira condicdo de estado estacionario, meio fresco com 3,1

mmol L™ ureia

6.5.2 Remocéao de matéria organica e pigmentos

Os valores de RAzs4 foram maiores do que os valores de RA44 has duas
condicBes apresentadas, sem (Cp) ou com (C.) adicdo de 3,1 mmol L™ ureia no meio
tratado (Tabela 11).

A Tabela 11 mostra que os valores de absorbancia dos meios mistos, A254 ;s
e A440yis, tém uma relacéo direta com a proporcao do meio tratado, ou seja, quando
maior for a propor¢do de meio tratado, maior € a absorbancia do meio misto.

O Grafico 11 demonstra que a remocéo de MO e pigmentos pode favorecer o
crescimento celular se associado ao reciclo de até 50 % de meio, desde que ocorra
a adicdo da concentracdo de ureia no meio tratado. De fato, é possivel atingir valor
de concentraco celular da ordem de 1800 mg L™ em estado estacionario quando foi
usado 50 % ou menor proporcdo de meio tratado, mas sempre com adicdo da

concentracéo de ureia em todos os experimentos (Tabela 12).
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Tabela 11 — Remocao de absorbéancia 254 nm (RAzs4) € 440 nm (RA440) com carvao ativado granulado no cultivo continuo de A.

platensis sem (Cy,) e com (C,) adicdo de ureia no meio tratado.*

§ ° tr':'ggo f?giigo con A2545:° A254,1° A254,¢" A440g1° A440, " A440y; RAzs4" RA40
dE () o T omY cm) cm) cm) cm) cm) %) %)
EC, 25 75 Ci  1,012+0,004 0,293 +0,004 0,077 +0,006 0,274+0,007 0,123+0,006 0,045+0,006 71,1+05 552+35
EC, 50 50 Cx,  1,014+0,008 0,284 +0,006 0,233+0,008 0,281+0,016 0,118+0,011 0,084+0,007 72,0+09 57,8+6,4
ECs 75 25 Cyp  1,013+0,006 0,283+0,011 0,356+0,005 0,261+0,010 0,124+0,007 0,120+0,005 72,1+0,9 525+0,9
EC, 90 10 Cqu  1,014+0,007 0,292+0,009 0,374+0,006 0,264+0,013 0,127+0,008 0,155+0,004 712+11 520+53
EC, 25 75 Ci 1,085+0,021 0,256 +0,009 0,083 +0,016 0,289+0,011 0,123+0,006 0,055+0,006 76,4+04 57,4+0,3
EC, 50 50 C 1274%0,010 0,274+0,004 0,114+0,009 0,323+0,016 0,134+0,008 0,089+0,014 785+05 586+0,3
ECs 75 25 Cix  1,387+0,008 0,365+0,004 0,241+0,012 0,383+0,009 0,182+0,003 0,111+0,011 737+0,1 524+04
EC, 90 10 Ci  1,445+0,006 0,407 +0,006 0,311+0,012 0,420+0,013 0,204+0,006 0,132+0,010 71,9+0,6 51,4+0,2

#0s valores na Tabela correspondem & média + desvio padréo (duplicata das determinacdes analiticas)
® Absorbancia 254 nm antes do tratamento
¢ Absorbancia 254 nm apés do tratamento
9 Absorbancia 254 nm do meio misto
¢ Absorbancia 440 nm antes do tratamento
" Absorbancia 440 nm apos do tratamento
9 Absorbancia 440 nm do meio misto
h Remocao de absorbancia 254 nm

: Remocao de absorbancia 440 nm
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Tabela 12 — Resultados de cultivo continuo de A. platensis sem (C,) e com (C;)

adicdo da concentracdo de ureia no meio tratado.?

Meio Meio b c p . ;

= 9 XSb XSC PXb PXC PTNb PTNCg

g S tratado fresco

x

woE (%) (%) (mgL™)  (mgL") (mgL'd") (mgL"d") (%) (%)
EC, 25 75 1471 +£12 1842 +12 883 1105 30+4,0 45+ 0,5
EC, 50 50 1676 £ 95 1736+72 1006 1042 39+0,4 43 +0,6
EC; 75 25 1425 +14 1568 + 15 855 941 33+0,7 42 +0,6
EC, 90 10 1219+ 8 1349 £ 11 731 809 23+1,3 34 +0,8

# Os valores na Tabela correspondem & média + desvio padrdo (duplicata das determinacdes analiticas)
® Concentraco celular na segunda condig&o, com meio misto sem adic&o de ureia no meio tratado

¢ Concentragéo celular na terceira condigdo, com meio misto e adi¢do de 3,1 mmol L™ ureia

¢ Produtividade celular na segunda condic&o, com meio misto sem adic&o de ureia no meio tratado

¢ Produtividade celular na terceira condig&o, com meio misto e adigéo de 3,1 mmol L ureia

" Conteddo total de proteina na segunda condi¢cdo, com meio misto sem adi¢cdo de ureia no meio tratado
9 Contetido total de proteina na terceira condigio, com meio misto e adicso de 3,1 mmol L™ ureia

Numa analise conjunta das condi¢bes Cp e C;, MANOVA demonstrou que 0s
valores médios de RAz4 ndo apresentaram diferenca estatistica quando foram
utilizadas diferentes propor¢cées de meio (P = 0,539, Tabela 13), sendo nitida uma
influéncia do efeito do reuso do meio tratado na concentracdo celular em regime
permanente (estacionario). O teor de proteinas, no entanto, somente teve seu valor
menor com uso de 90 % de meio tratado (Tabela 13). A adicdo de nitrogénio nas
condicbes Cy e C. teve influéncia nos valores de RA2s4 (P = 0,003, Tabela 14). Por
outro lado, as proporgdes de meio utilizadas tiveram influéncia nos valores de RA440
(P = 0,020, Tabela 13). Porém os valores de RA44 ndo foram influenciados pelas
duas ultimas condi¢des aplicadas, sem (Cp) e com (C.) adicdo da concentracdo de

ureia no meio tratado (P = 0,694, Tabela 14).
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Tabela 13 — Média de RA2s4, RA440, Xs € PTN obtidos por MANOVA para o cultivo
continuo de A. platensis sem (Cp) e com (C.) adicdo da concentracdo de ureia no

meio tratado.®?

Meio tratado (%) RA2s4 (%) RA440 (%) Xs (mg LY PTN (%)
25 74,2 % 56,4 " 1669 * 37,7%
50 75,3 % 58,2 ° 17424 40,8 *
75 72,34 52,5 % 1496 ° 37,7%
90 715" 51,7 € 1283 € 28,8 °
Valor P° 0,539 0,020 < 0,001 < 0,001

% Média dos testes realizados nas duas Ultimas condi¢des (Cy, e C)

® Diferentes letras maitisculas foram usadas para as médias estatisticamente diferentes, para cada
resposta avaliada, segundo MANOVA

° Valor P obtido de MANOVA, os resultados foram considerados estatisticamente significativos
guando P < 0,05 (nivel de confianga > 95 %)

Tabela 14 — Média de RAzs4 € RA440 Obtidos por MANOVA para o cultivo continuo de

A. platensis usando quatro proporcdes de meio tratado (25, 50, 75 e 90 %).2°

Condicao RA254 (%) RA440 (%)
Cp, sem adicéo de ureia 716" 54,4 "
C., com adic&o de 3,1 mmol L™ ureia 75,0° 55,0 #
Valor P¢ 0,003 0,694

% Médias dos testes usando todas as proporcdes de meio (25, 50, 75 e 90 %)

® Diferentes letras maitisculas foram usadas para as médias estatisticamente diferentes, para cada
resposta avaliada, segundo MANOVA

° Valor P obtido de MANOVA, os resultados foram considerados estatisticamente significativos
guando P < 0,05 (nivel de confianga > 95 %)

6.5.3 Cultivo continuo usando diferentes propor¢cdes de meio tratado

ApOs o cultivo continuo utilizando apenas meio fresco (item 6.5.1), a
suspensao celular passou por um processo de filtracdo celular seguido de
tratamento do meio exaurido em coluna com CAG e o meio tratado foi coletado
continuamente para posteriormente ser reutilizado em diferentes propor¢des como ja
descrito. O meio tratado foi adicionado em duas condi¢es, sem (Cp) ou com (C;)

adicéo de 3,1 mmol L™ ureia, como descrito no item 6.5.1.
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A Tabela 12 mostra que independente da condicdo de reuso de meio,
adicionando (C¢) ou ndo (Cp) ureia (3,1 mmol L) no meio tratado, a concentracdo
celular no estado estacionario (Xs) diminui do teste EC; (25 % meio tratado) até o
teste EC4 (90 % meio tratado). O meio misto sem adicdo de ureia no meio tratado
leva a valores baixos de Xs na segunda condicdo (P < 0,001, Tabela 13) e,
consequentemente, produz valores baixos de Px. A concentracdo celular foi
incrementada pela adicdo da concentracdo de ureia no meio tratado utilizando o
meio misto, no decimo quarto dia de cultivo (C., Gréfico 11), evidenciando assim a
necessidade da adicdo de ureia para manter o crescimento celular no mesmo nivel
correspondente ao meio fresco com 3,1 mmol L™ ureia.

No decorrer dos testes, a correcdo de pH no meio misto (9,0 £ 0,1) ajudou na
reposicao de carbono no meio de alimentacdo para permitir a operacdo do sistema
sem adi¢do de CO, durante o cultivo continuo. Assim, a correcdo prévia de pH foi
apropriada em escala laboratorial e pode ser aplicada em escalas maiores, devido a
que a correcdo de pH foi favorecida pela auséncia de células e néo foi preciso
aplicar condi¢cGes severas de solubilizacao de COx.

Sendo A. platensis um micro-organismo alcalofilico que cresce em pH entre 9
— 10 (SANCHEZ-LUNA et al., 2007), uma diminui¢cdo nos valores de Xs ndo é devida
a variacdo de pH, mas a queda nos valores de Xs na segunda condi¢do (Cy,, Gréfico
11) é devida a deficiéncia de nitrogénio, caracterizada pelos valores de amoénia
muito abaixo dos limites de deteccéo da metodologia (1 x 10° mmol L™ aménia), em
qualquer das proporcdes de meio tratado utilizadas. De fato, esse valor € bem
menor do que os valores considerados como téxicos (10,0 mmol L) (BELKIN;
BOUSSIBA, 1991) ou inibitérios (6,4 mmol L™) (CARVALHO et al., 2004 ) para este
micro-organismo.

O incremento de Xs ap6s o décimo quarto dia de cultivo (C, Grafico 11) foi
pela adicdo de nitrogénio no meio tratado, sendo a concentracdo de amonia abaixo
de 7,8 x 10° mmol L™, independente da proporcdo de meio tratado. A pesar da
adicdo da concentracéo de ureia no meio tratado, o que levou a uma concentragao
deste nutriente quase equivalente a usada no meio fresco, utilizado na condi¢éo C,,
0 sistema ndo voltou a primeira condicdo de estado estacionario devido,
provavelmente, a presenca de MO e pigmentos, expressos como A254ys € A440y;s,

respectivamente, no meio de alimentacdo quando o meio foi tratado e reusado
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(Tabela 11) e/ou pela limitacdo de outros nutrientes no meio, cOmo 0S micro-
nutrientes, por exemplo.

Embora ndo se tenham estudos que avaliem o reuso de meio no cultivo
continuo de A. platensis em FBR tubular, ha poucos estudos avaliando o uso de
fontes de nitrogénio baratas como ureia em sistema continuo (MATSUDO et al.,
2011; MATSUDO et al., 2012) bem como em processo em batelada (MOROCHO-
JACOME et al., 2012). Este estudo demonstrou que o cultivo continuo com 50 % de
meio tratado pode atingir valores de Py iguais a 1006 mg L™ (Tabela 12) na pior
condicdo aplicada (Cp, Grafico 11), ou seja, sem adicdo de nitrogénio no meio
tratado.

Ha uma queda linear em Xs com o incremento da propor¢do de meio tratado.
Esta relacdo pode ser explicada pela inclinagdo negativa da equacao y = 1959 -
6.628 x (R* = 0,87), onde o coeficiente de correlacdo tem valores apropriados para
processos bioldgicos (FRATELLI et al., 2005; SILVA; ROBERTO, 2001).

A influéncia das propor¢cdes de meio tratado e da adicdo de ureia no
crescimento celular no estado estacionario (Xs) foi confirmado por MANOVA (P <
0,001 em ambos os casos, Tabelas 13 e 14, respectivamente). Ndo ha diferenca
estatistica entre as médias de Xs até 50 % de meio tratado, mas a média de Xs com
90 % de meio tratado levou ao mais baixo valor de Xs (Tabela 13). Particularmente,
a diferenca de Xs é quase 30 % quando comparados os valores de concentracao
celular em regime permanente com reuso de 90 % de meio tratado (1283 mg L ™) e
25 % de meio tratado (1669 mg L™).

A Tabela 15 mostra que os valores de Xs foram estatisticamente diferentes
nas duas ultimas condi¢des (Cp, e C.) e, como esperado, a melhor condicdo foi a

altima, com adicdo da concentragdo da fonte de nitrogénio no meio tratado.
6.5.4 Avaliagdo de biomassa
6.5.4.1 Conteudo de lipideos
O conteudo total de lipideos nos experimentos desta parte do trabalho
atingiram valores entre 7,9 — 8,7 %. Assim, as condicbes experimentais deste

trabalho nédo influenciaram no contetdo total de lipideos como foi determinado por

Morocho-Jacome et al. (2012), que estudaram a influéncia de diferentes
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temperaturas e adicdo molar de ureia no cultivo em batelada de A. platensis, com
conteudo de lipideos na biomassa de 6,33 % até 9,85 %.

Porém, os valores de lipideos sdo menores do que aqueles (19,2 — 20,9 %)
relatados por Rodrigues et al. (2010), que usaram nitrato de potassio e cloreto de
amonio simultaneamente em FBR abertos, e do valor (7,2 %) reportado por Rafiqul,
Jalal e Alam (2005) que avaliaram as condi¢cdes 6timas de intensidade luminosa,
temperatura e pH no crescimento de Spirulina sp. usando ureia em FBR fechado.
Em ambos os casos, os cultivos foram realizados sempre com meio padrao fresco e

sem reuso do mesmo.

Tabela 15 — Média de Xs e PTN obtidos por MANOVA para o cultivo de A. platensis
usando quatro proporcdes de meio tratado (25, 50, 75 e 90 %).2°

Condic&o Xs (Mg L™ PTN (%)
Ca, com adic&io de 3,1 mmol L™ ureia 1981 4 41,34
Cp, sem adicéo de ureia 1471 B 31,58
C., com adicdo de 3,1 mmol L™ ureia 1624 © 41,04
Valor P¢ < 0,001 < 0,001

% Médias dos testes usando todas as propor¢des de meio tratado (25, 50, 75 e 90 %)

® Diferentes letras maitisculas foram usadas para as médias estatisticamente diferentes, para cada
resposta avaliada, segundo MANOVA

° Valor P obtido de MANOVA, os resultados foram considerados estatisticamente significativos

quando P < 0,05 (nivel de confianga > 95 %)

6.5.4.2 Conteudo de proteinas

Os valores de conteudo total de proteinas nesta parte do trabalho, nos testes
EC,-EC,4 variaram de 23 + 1,3 até 46 £ 0,2 % (Tabelas 10 e 12). Esses valores sao
um pouco menores dos reportados por Rodrigues et al. (2010), que cultivaram A.
platensis com contetdo de proteina de 49,3 — 51,5 % usando nitrato de potassio e
cloreto de amdnio em FRB abertos. Por outro lado, esses valores sdo maiores do
gue os reportados por Ferreira et al. (2010) que cultivaram biomassa de A. platensis
com conteudos de proteinas de 28 — 38 % em FBR da mesma configuracdo
utilizando processo descontinuo alimentado com sulfato de aménio como fonte de

nitrogénio.
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Embora tenha se reusado o meio tratado de A. platensis em cultivo continuo,
os valores de conteldo total de proteina nas biomassas (PTN) sdo da mesma ordem
de grandeza do que os valores (23 £ 0,9 — 56 + 1,5 %) apresentados por Matsudo et
al. (2011) em FBR da mesma configuracdo com ureia em processo continuo usando
meio fresco e os valores (25 — 56 %) apresentados por Matsudo et al. (2012), que
avaliaram a eficiéncia de assimilagcdo de CO, no mesmo FBR sem reuso de meio.

A Tabela 12 e o Grafico 12 mostram que, de modo geral, houve um
incremento de proteinas na biomassa quando a proporcdo de meio tratado diminuiu.
Para cada teste, ndo ha diferenca estatistica entre os valores de PTN na primeira e
tltima condi¢cGes avaliadas (C, e C., Tabelas 10 e 12, respectivamente) devido as
condicBes ambientais similares que foram aplicadas em esses estagios. De fato, as
médias de PTN nestas condi¢cfes (C, e C¢) ndo presentaram diferenca estatistica (P
< 0,001, Tabela 15).

A Gréfico 12 mostra que é possivel obter biomassa com o mesmo conteldo
total de proteinas com reutilizacdo de até 75 % de meio tratado, como foi confirmado
na Tabela 13 pelo baixo valor de P.

O uso de 75 % de meio tratado ndo produz diminuigéo significativa (22 %) na
produtividade celular entre a primeira e a Ultima condicdo avaliada (C, e C,
respectivamente) e poderia ser utilizada para manter a qualidade de biomassa no
cultivo continuo de A. platensis com tratamento simultdneo de meio utilizando carvao
ativado granulado. No entanto, a utilizacdo de quantidades menores de meio tratado
levam a perdas menores de produtividade, com valores da ordem de 14 % e 9 %
com reuso de 50 % e 25 % de meio tratado, respectivamente.

Finalmente, como mencionado anteriormente, o reuso de meio leva a
diminuicdo nos custos de producédo. Considerando uma aplicagcdo de CAG durante
10 d (T, = 10 — 19 d) (Grafico 11), a equacdo C = 46,02 — 0,40 p (R? = 1,00)
descreve a relacdo entre o custo do meio de cultivo (C, R$ m~) (US$ 1 = R$ 2,36,
19/09/2014) e a propor¢do de meio tratado (p, %). Se o custo de meio fresco é R$
46,00 m, quando 75 % meio tratado foi reusado, o custo diminuiu até R$ 15,90 m™
gue representa 65 % de reducao no custo de producédo de meio de cultivo.

Esta parte do trabalho permite concluir que o acoplamento de processo
continuo de cultivo e o correspondente tratamento simultdneo de meio exaurido,
desde que corrigida a concentracdo de nutrientes, particularmente ureia, pode ser

viabilizado, com economia de matérias-primas, diminuindo a demanda hidrica deste
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processo de producgdo, e, evitando impactos ambientais do lancamento de meios

residuais em corpos hidricos ou no solo.
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Gréfico 12 — Conteudo total de proteinas (PTN) em func¢do do tempo de cultivo

utilizando diferentes propor¢des de meio tratado.
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7 CONCLUSOES

O trabalho permitiu cultivar Arthrospira platensis em meio de cultivo ja
utilizado, proveniente de cultivo descontinuo alimentado em FBR tubular com uso de
ureia como fonte de nitrogénio, apds terem sido aplicados tratamentos fisico-
quimicos de floculacdo com cloreto férrico (F) ou sulfato férrico (S) e adsor¢cdo com
carvao ativado em p6 (CAP) ou carvdo ativado granulado (CAG), sob diferentes
tempos de contato (T) para os processos de adsorcdo com CAP ou tempos de
residéncia (T) para os processos com uso de CAG em coluna.

As variaveis dependentes: remocdo de absorbancia a 254 nm, RAgzs;
remocdo de absorbancia a 440 nm, RA44; concentracdo celular maxima, Xm;
contedado de clorofila-a na biomassa seca, Chl; conteudo total de proteinas na
biomassa seca, PTN e produtividade celular, Py; foram avaliadas com planejamento
experimental e aplicacdo da metodologia de superficie de resposta, considerando
como variaveis independentes: CAP ou CAG, F ou S e T. A variavel resposta
utilizada para a otimizagdo dos tratamentos dos meios foi X, obtida em frascos
Erlenmeyer.

No tratamento por processo simultaneo de floculacdo com F e adsorcdo com
CAP, as condicBes 6timas foram: CAP = 24,4 mg L™, F=20,3mgL" e T = 30,4 min.
Nessas condi¢cdes, os resultados foram: RAzss = 92,3 + 0,6 %, RA440 = 95,3 £ 0,6 %,

m=4893+33mgL* Chl=243+0,1mgg*ePTN=236,1+0,6%.

As condicdes oOtimas de tratamento simultdneo de floculacdo com S e
adsorcdo com CAP foram: CAP =40,0mg L™, S=32,8mgL™" e T = 36,1 min. Sendo
os resultados: RAzss = 68,3 + 0.6 %, RAus = 60,7 + 0,6 %, Xy = 4863 + 64 mg L™,
Chl=245+06mgg*ePTN=60,1+0,6 %.

No tratamento sequencial de floculacdo com F seguido de adsor¢do com
CAG, as condicdes 6timas de tratamento foram: CAG = 108,49, S=10,0mgL*e T
= 30,8 min, Os resultados foram: RAzs4 = 90,0 £ 0,0 %, RA440 = 93,0 £ 0,0 %, Xy, =
3140+ 77 mgL™t, Chl=354+0,2mgg™e PTN =44,9 + 0,0 %.

Esses resultados permitem concluir que os valores de concentracao celular
maxima em frascos Erlenmeyer, nos meios reutilizados apds o0s tratamentos
aplicados, foram maiores do que os valores com meio padrdo Schlésser (1982) bem
como dos valores com reuso de meio que ndo sofreu os tratamentos fisico-quimicos

para remocao de matéria organica e pigmentos.
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Todos os cultivos utilizando frascos Erlenmeyer com meio tratado apos as
condigbes Otimas descritas neste trabalho produziram biomassas com maiores
valores de conteudo total de proteina e clorofila-a, sendo esses valores muito
superiores aos atingidos em meio padrdo, destacando-se o0s resultados de
tratamento com uso de sulfato férrico e carvao ativado em pé (PTN =60,1 £ 0,6 % e
Chl=24,5+0,6 mgg?).

Os resultados de Xy, e PTN dos cultivos realizados em FBR tubulares com os
meios tratados utilizando CAP e F (X, = 4991 + 161 mg L™, PTN = 53,8 + 1,3 %) ou
CAP e S (X = 4658 + 117 mg L™, PTN = 57,3 + 2,5 %) foram maiores do que 0s
valores em meio padrdo (X, = 4241 + 84 mg L™, PTN = 34,8 + 2,6 %).

A aplicacdo simultanea do processo de adsorcdo com CAG em coluna no
tratamento de meio exaurido no cultivo continuo de A. platensis em FBR tubular
permitiu remover 51 — 79 % de matéria organica e pigmentos. A proporcao de 75 %
de meio tratado (com 3,1 mmol L™ ureia) no meio de alimentacdo do processo
continuo ndo produz diminui¢do significativa (22 %) na produtividade celular (Px =
941 mg L™ d%) quando comparado aquela obtida com processo alimentado apenas
com meio fresco (Px = 1208 + 28 mg L™ d™) e poderia ser utilizada para manter a
qualidade de biomassa (PTN = 42,0 + 0,6 %) no cultivo continuo de A. platensis com
tratamento simultdneo de meio utilizando CAG. No entanto, a utilizacdo de
propor¢cdes menores de meio tratado levam a perdas menores de produtividade,
com valores da ordem de 14 % e 9 % com reuso de 50 % e 25 % de meio tratado,
respectivamente. Particularmente, neste processo continuo, o reuso de 75 % de
meio tratado em coluna de CAG acarreta uma reducdo de 65 % no custo da
producdo de meio de cultivo.

Apesar da pouca informacdo existente sobre tratamentos fisico-quimicos
aplicados no reuso de meios de cultivo de micro-organismos fotossintetizantes,
neste trabalho foi demonstrado que a combinacdo dos processos de adsorcdo e
floculacdo, além da sua aplicabilidade em agua, pode ser utilizada em tratamentos

de meios para serem reaproveitados em novos cultivos de A. platensis.
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